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第 1章 
Introduction 
 
 
1.1 生命の本質における自己生産
「生命とは何か」という問いは，自然科学の最も挑戦的な問題の 1つであり，1
つの学問分野に収まりきらない，多くの領域が重なり合った学際的研究により
推し進められてきている．シュレーディンガーの同名の著書が分子生物学のあ
りようを先駆的に示したように，もちろん物理学もこの問題に対して大きく寄
与してきた．物理学における非平衡開放系の概念や最近では情報熱力学の目覚
ましい躍進は，生命という概念の抽象化に大きく貢献している．また，この問
題を扱う上で切り離せないのが「生命の起源」という問題である．生命への理
解には「系としての生命の形成過程」が必要不可欠であり，「生命の起源」を探
ることへと帰着する．現在の科学的な生命起源論は Oparinが 1924年に唱えた従
属栄養起源説から始まる[1]．当時まで，最初の生命は現在と変わらない環境で
簡単な藻のような細胞から自然発生的に生まれたと考えられていた．つまり，
生体内で窒素や二酸化炭素などの無機化合物から生物にとっての“栄養”となる
有機化合物を合成する独立栄養生物である植物が最初に存在し，植物が作った
有機化合物を利用して生きる，従属栄養生物である動物が，現在の生態系にお
ける食物連鎖と同じような順で出現したという説である．Oparin は植物細胞に
おける光合成などの生体機能は，動物細胞より複雑な細胞装置を必要とすると
考え，生命の進化が単純なものから複雑なものへと発展するのであれば，従属
栄養である動物が独立栄養である植物に先んじて生まれたはずであると考えた．
Oparin の生命起源の基本である，生命は原始的で簡単な有機物から次第に進化
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して複雑さを増し，生命の発生に至ったという考えである．これは，同時期に
Haldane の提唱した同じ考えと合わせて，Oparin-Haldane 仮説と呼ばれる．この
説は，生命の素となる有機物質に富んだスープ，いわゆる原始スープは原始的
な環境の外部エネルギー源によって，無生物的に作られたという考え方に基づ
いており，これを実験的に示したのが原始大気のモデルとして当時の惑星理論
にならった，還元的で，メタン，アンモニア，水素，水蒸気から成る大気
（CH4-NH3-H2大気説）を基に，稲妻を模した電極間の放電によって生命を構成
するタンパク質中に存在するグリシン，アラニン，アスパラギン酸を含む，い
くつかのアミノ酸を合成したMillerの実験であり，Oparin-Haldane仮説の信憑性
を高めた．現在では，原始大気は還元的ではなく，中性的であったとされるな
ど，Oparinの説は様々な修正を加えられてきているが，大筋となる（1）前生物
学的な環境下での有機分子の合成による生命の構成ブロックの生成，（2）原始
スープにおける生物ポリマーの非生物学的合成，（3）生命が系として“進化”する
ための自己複製能の獲得，という流れは広く受け入れられている．しかし，「生
命の発生」という事象について，現在，我々は直接観測する手段を持たず，前
提となる「生命とは何か」という問題についても，万人が納得する答えが出て
いるとは言えない．本研究では，生命の本質的機能としての自己生産を，物理
学的な目線で明らかにすることを目的としているが，先ずはこの研究における
「生命とは何か」という問いが，一体何を問題にしており，何を目指している
のかを明示する必要がある． 
 近年の遺伝子解析技術の発展によりヒトゲノムの配列解析は完了され，さら
に分子生物学では細胞内の全タンパク質や全代謝物を網羅的に調べ，その化学
反応の経路を巨大なマップ上に示すという試みが行われている．しかし，個々
の断片的な生物学的事実を集積するだけでは「生命とは何か」への理解は進ま
ず，むしろ個々の事実をミクロに分解し詳細に調べるほどに，生命の系として
の全体像からは遠ざかっていくように思える．必要なのは，これらの事実の集
積から，生命機能の全体像を再構成し，理解することである．Rosenは生命系を，
DNAやタンパク質など，それを構成する分子の特殊性によって説明されるもの
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ではなく，物質集合系の「系としてのあり方」や「系としての組織化」の原理
であるという考えのもと，細胞の自己維持過程を代謝-修復システムと呼ばれる
数理モデルとして捉えようと試みた[2]．つまり，生命の自己生産という機能を
例に取れば，自己生産を引き起こす生体分子を同定するのではなく，分子がど
のような系を構成して自己生産が起こるのかというシステムを調べようという
意識である．この新たな学問分野は，システム生物学と呼ばれている[3]．この
ように構成的に生命を理解しようとする試みの，実験的分野を担うのが合成生
物学（構成的生物学）である[4,5]．近年発展を遂げているこの学問分野では，
生命の本質的機能をデザインして人工的に再構成することで生命システムを理
解しようという試みが行われている．合成生物学では生命としての最低限の機
能を備えた，概念上の最小生命系を minimal cellと呼び，その前段階の前駆的系
として(i)自己複製する情報分子，(ii)代謝機能，(iii)自己生産するコンパートメン
ト（膜）の 3つの機能を備えた系を protocellと呼んでいる（図 1）[5]．この系は，
外環境と物質をやり取りしながら，内部での情報分子が自己複製しながらとそ
れ包む膜の成長・分裂が系全体を複製するというモデルであり，生命系として
の「個」を特徴づける，遺伝情報分子の自己複製が膜の自己生産によって系全
体で複製されることで，多様化，自然的淘汰を経ながらダーウィン的進化を可
図 1 生命の 3 つの大域的機能(i)自己複製する情報分子，(ii)代謝機能，(iii)自己生産するコ
ンパートメント（膜）を備えた，protocellモデル． 
 7 
能にするようなモデル系である．このような系を，実験的に合成するという試
みは，生命の構成的アプローチの 1つの大きな目標となっている．  
 この protocell を構成する要素の 1 つである自己生産するコンパートメントと
して着目されているのは，ソフトマター物理学でよく扱われている両親媒性分
子の自己組織化によって形成される球状の二分子膜小胞：ベシクルである(図 2)．
現在の生命における細胞膜の主な成分であるリン脂質で構成されたベシクルは，
細胞膜から膜タンパク質などを取り除いた，膜だけの性質を調べるためのモデ
ル細胞膜として広く研究されており，生体機能における脂質膜の機能（脂質ラ
フト等）が調べられている．興味深い現象として，ベシクルは水溶液中の両親
媒性分子のモノマーやミセルを取り込み，膜面積を増加させることで変形を起
こし，水分子の膜透過による内包体積の増加などとのバランスによって，自発
的に分裂する自己生産過程が観察されており，実際の細胞が持つような，系全
体を境界膜が分裂することによって複製するという自己生産過程を模式的に再
現することが可能である[6,7,8]．合成生物学においても，このベシクルの性質を
図 2 ベシクルの外観図．両親媒性分子の疎水性炭化水素鎖が水中で水分子と接さないように
内向きに整列することで，二分子膜を形成し，小胞を形成する． 
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利用することで，より実際の生命に近い自己生産の機能を再現する系が開発さ
れている[4]． 
 本研究の大きな興味として，系として扱える生命機能の中にある，物理的メ
カニズムを明らかにしたいと考えている．コンパートメント（膜）は，生命に
おいて外環境と自身を区別し，「個」を創出するための重要な要素であり，その
自己生産は，系全体を複製するという，生命の本質的機能の中でも非常に重要
な役割を担っている．自己生産ベシクルは，この生命における本質的特徴を非
常にシンプルな形でシステム化した実験モデルであり，自己生産という機能が
系としてどのように組織化されて機能しているのか，その基礎を支える物理現
象を探る上で最適な出発点であると考えている． 
 
1.2 自己生産ベシクルの研究の概要
自己生産ベシクルの先駆けとなった研究は P. L. Luisiの脂肪酸であるオレイン
酸を用いた，オレイン酸／オレートベシクルの観察実験である[6,7]．脂肪酸は
両親媒性分子であり，現在の生命の細胞膜を構成する膜分子であるリン脂質と
同じく，水中で二分子膜のベシクルを構成することが知られている．脂肪酸は
リン脂質と比べ溶液の pHに敏感に反応し，油滴やミセルなど，織化の構造が変
化する不安定な膜分子ある．しかし，その不安定さから膜分子を溶液中に徐々
に溶かしながら小さくなっていったり，逆に膜分子を取り込むことで成長を見
せるなど，リン脂質では見られない形態変化が見られることが知られている．
また，原始的な地球環境を考えると，脂肪酸はリン脂質と比べて単純で，1969
年にオーストラリアに飛来したマーチソン隕石からも脂肪酸が発見されている
ことから，生体外での合成でも比較的豊富に得ることができる最初期の両親媒
性分子であると考えられる．オレイン酸は溶液の pHに応じてプロトン化したオ
レイン酸 CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOHの状態と，脱プロトン化したオレート
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COO-の状態で電離平衡にある 
  CH3(CH2 )7CH=CH(CH2 )7COOH! CH3(CH2 )7CH=CH(CH2 )7COO
− +H+  (1) 
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通常オレイン酸は水中で油滴として存在し，オレートはミセルとして存在して
いるのだが，適切な pH（pH=8.5付近）ではこの 2つの分子が混合して構成され
る二分子膜が安定となり，ベシクルとして直径数 の小胞を形成することが知
られている．自己生産ベシクルの先駆けとして，このオレイン酸／オレートの
二成分ベシクルの分散液に対して，無水オレイン酸を滴下すると，ベシクル膜
表面で無水オレイン酸が加水分解され 
 [CH3(CH2 )7CH=CH(CH2 )7CO]2O+H2O→ 2CH3(CH2 )7CH=CH(CH2 )7COOH， 
  (2) 
µm
- H+
- H+
- H+
- H+
-
H+
-
H+
-
H+
-
H+
-
+  H+
低 pH 高 pH
-
-
-
-
-
-
-
ミセル
-
ベシクル (pH: 8~9.5)油滴
CH3(CH2 )7CH=CH(CH2 )7COOH CH3(CH2 )7CH=CH(CH2 )7COO +H
+
図 3 水中のオレイン酸の脱プロトン化．オレイン酸は pHに応じてオレートとプロトンに電離
し，電離度によって油滴，ベシクル（二分子膜），ミセルに自己組織化する． 
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加水分解で得られたオレイン酸とオレートが膜に取り込まれ膜成長を促し，2つ
の自己生産過程が観察される（図 4）．1つのベシクルから内部に娘ベシクルを
形成し，それを膜外に放出する birthing pathwayとベシクル膜から出芽のように
娘ベシクルが分裂する budding pathwayである[7]．ただし，budding pathwayでは
2つの球状ベシクルは細い紐状のベシクルで繋がっていると見られ，完全には分
裂していない．他の脂肪酸ベシクルによる自己生産系の実験として，Szostakら
の実験で，オニオン様に多重の膜構造を取っている脂肪酸 large multilamellar 
vesicle (LMV)に対して脂肪酸ミセルを添加することで，ベシクルをチューブ状
に成長させ，それを外力による撹拌で分裂させ，これを繰り返すという自己生
産系も報告されている（図 5）[8]． 
  
図 4 オレイン酸ベシクル分散液に無水オレイン酸を添加したときに観察される，2つのベシク
ルの自己生産過程．A-Fが birthing pathway, A-Iが budding pathwayと呼ばれる．[Wick, R., P. Walde, 
and P. L. Luisi, 1995. Light microscopic investigations of the autocatalytic self-reproduction of giant 
vesicles. J. Am. Chem. Soc. 117:1435-1436. より引用] 
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 菅原らは，このような自己生産ベシクルの性質を利用し，より protocellに近
い系をデザインする研究として，有機合成によってデザインされた両親媒性分
子を用い，遺伝情報分子のベシクル内複製とベシクル膜面上での膜分子合成カ
ップルさせた自己生産ベシクルを開発した [4,9,10]．この系では，両親媒性分子
の疎水性の炭化水素鎖の先にもう一つの親水基を付加したボーラ型の膜前駆体
分子 V*を，膜分子 Vで構成されたベシクル分散液に添加すると，膜分子にアン
カーされた触媒 Cによって，膜分子 Vと付加した親水基である電解質 Eに膜面
上で分解される．ベシクルはこの Vを取り込むことで膜面積を増加させ，分裂
し，電解質 Eは水溶液中に拡散する（図 6）．このとき，ベシクル内部には PCR
法によって自己複製した DNAが閉じ込められており，この系の重要な特徴とし
て，DNAの存在とベシクルの自己生産は独立でなく，内部に取り込んだ DNA
の長さや，PCR法による複製回数によって，ベシクルの自己生産効率が増大す
図 5 Szostakらの脂肪酸LMVによる自己生産系．オニオン状のベシクルがミセルの添加により
チューブ状に成長し，撹拌によって分裂させることで，娘LMVを生み出す．[Zhu, T. F., and J. W. 
Szostak. 2009. Coupled growth and division of model protocell Membranes. J. Am. Chem. Soc. 131, 
5705–5713.] 
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るという点がある．このような情報分子とベシクルの自己生産の連携は，
protocellから生命への発展の過程で非常に重要となる． 
 
 また，これまでの自己生産ベシクルは，全て外から膜分子を供給し自己生産
を引き起こすという系であったが，脂肪酸をベシクル内部で合成し自己生産を
目指す研究も行われている． 
 このように，現在では様々な自己生産ベシクルの開発が行われているが，自
己生産が，どのような系のメカニズムによって引き起こるのかを本質的に答え
るための研究は十分でない．この問題に答えるためには，自己生産の現象を観
察するだけで終わるのではなく，自己生産過程で膜の面積や曲率などの物理量
がどのように変化しているのかの定量的な解析が必要であり，そこから自己生
産のメカニズムを推察する必要がある． 
 
 
図 6  Sugawaraらのベシクル内部でDNAを複製しながら自己生産するベシクル．[Kurihara, K., 
M. Tamura, K.-I. Shohda, T. Toyota, K. Suzuki, and T. Sugawara, 2011. Self-reproduction of 
supramolecular giant vesicles combined with the amplification of encapsulated DNA. Nat. Chem. 
3:775-781. より引用] 
 13 
1.3 DPPC/DLPE二成分ベシクル 
自己生産過程の形態変化を探るには，不安定に存在する脂肪酸ベシクルより，
安定に存在するリン脂質ベシクルを使ったコントロール可能なモデル系から始
めるのが良いと考えられる． 
 リン脂質ベシクルの再帰的な分裂過程として，佐久間・今井らの DPPC/DLPE
二成分ベシクルの再帰的な分裂が報告されている[11]．この系ではベシクル分散
液の温度をTL = 35°CからTL = 42°Cの間でサイクルさせるという操作によって，
構成脂質の秩序-無秩序転移によって膜面積が増大し，その余剰面積を用いてベ
シクルが変形する．この変形過程は膜分子全体に対する DLPEの割合φによって，
オレイン酸ベシクルで報告されたような birthing pathway，budding pathwayとい
う二種類が変化し，φ が 15~25%では budding pathway, 30~40％では birthing 
pathwayの形状変化が見られる（図 7）．この温度サイクルの冷却時には無秩序相
から秩序相への転移で膜面積が減少し初期状態に戻る．体積に対して球状ベシ
クルを保てないほど膜面積が小さくなると，膜面上に小さな孔を形成し，内包
水を放出する現象が観察され，birthing pathway では，親ベシクルの内部に出来
た娘ベシクルがこの孔を通じて外水相に放出されることが観察されている．こ
の系は温度サイクルが一周すると分裂後の膜面積の合計は最初の親ベシクルの
面積と等しく，脂肪酸ベシクルなどの分子供給系を持たない自己生産ベシクル
モデルである．しかし，birthing pathwayや budding pathwayの幾何学的な形状変
化は Luisiらの自己生産ベシクルの変形を非常に良く抽出しており，ベシクル自
己生産の形態変化メカニズムを探る上では非常に良いモデル系であると言える． 
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1.4 本研究の目的
このように，自己生産ベシクルはいくつかの系で観察されてきているものの，
その物理的なメカニズムを見たときに，3つの点で明らかでない問題が存在する．
第一に，自己生産ベシクルの変形は膜面積の増加によってもたらされるが，単
なる膜面積の増加であれば，ベシクル膜が単に伸張したり，扁平に広がったり
するだけでも良く，出芽のようにくびれを生じさせる自己生産が起こることは
説明できない（図 8）．最終的に limiting shapeと呼ばれる，2つの球状ベシクル
が細いネックで連結した形状に至る形態変化を起こすための条件は何なのか，
そのメカニズムは明らかでない．第二に，この limiting shapeと呼ばれる分裂の
直前段階から，ベシクルが完全に 2 つのベシクルへ分裂するための細いネック
図 7 DPPC/DLPE 二成分ベシ
クルの温度サイクルによる変形
過程．[Sakuma, Y., Imai, M. Phys. 
Rev. Lett.,107, 198191 (2011)より
引用] 
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の切断である．このネック切断は，ほとんどのベシクルにおいて自発的に起こ
らない．なぜならばベシクルのもつ自発曲率が，このネックを安定化させるた
めである．したがって，自己生産過程には撹拌などの力学的作用や，ネック部
分とそれ以外でのガウス曲率の差による多成分ベシクルの脂質の局在組成の変
化などの，ネックを不安定化させ切断する機構が必要であると考えられる．そ
して最後に，ネックが切断された後の娘ベシクルが親ベシクルと同じく自己生
産過程を繰り返すことができる再帰性を持つという条件である． 
 膜の自己生産は生命の大局的機能の本質的な一要素である．この自己生産を
理解するためには，先述したような 3 つの問題を，包括的に理解できるような
物理モデルの提案が必要不可欠である．本研究では，このベシクル自己生産系
に着目し，モデル化された生命機能の中にある物理的メカニズムを明らかにし
ていく． 
 このような膜の変形と分裂を理解する為には，まずその物理的な基礎となる
膜の弾性理論を理解する必要がある．よって，まず第二章において本研究で扱
図 8 膜面積増加に
よるベシクル形状変
化の概念図． 
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われる曲面と膜弾性理論について説明する．また，この膜弾性理論と実験結果
を対応させるためには，ベシクルの三次元形状を測定し，そこから形状パラメ
ータを抽出する必要がある．そのための三次元解析に関する手法を第三章で述
べた．第四章では，モデル自己生産ベシクルとして再現性の高い，温度サイク
ルを利用した DPPC/DLPE二成分ベシクルの自己生産について，自己生産の鍵と
なる DLPE 脂質の役割を明らかにした実験と理論モデルに基づいた物理的メカ
ニズムに関する研究を説明する．この DPPC/DLPE二成分ベシクルについて，蛍
光観察だけでは明らかにできなかったネックの切断については，第五章で膜弾
性理論に基づいた理論で説明した．その後，自己生産に必須の機能である膜の
成長＝膜分子供給系を備えたモデル自己生産ベシクルへと発展させるため菅原
らの開発した自己生産ベシクルを同様の方法で解析し，その特徴を明らかにす
る．最後にそれらの結果をまとめて，自己生産を支配する物理とそれに基づい
た protocellの提言をまとめる．  
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第 2章 
Theoretical background 
 
 
第二章では，ベシクルの形状を数学的に捉えるための基礎となる，曲面の幾何
学について説明する．これは，ベシクルの曲げ弾性エネルギーを定義する上で
重要な，主曲率の性質について理解を助けるものである．その後，ベシクルの
曲げ弾性理論についてHelfrichのモデルとbilayer couple モデルについて説明し，
このモデルのパラメータとなる換算体積 vと，膜面積差Δaについて説明する．
また，膜面積差と平均曲率の関係について説明する．その後，至適膜面積差Δa0
と実際の膜面積差Δaとの差から生じる area differential elasticityのエネルギーを
導入し，より一般的なモデルである area differential elasticityモデルについて説明
し，このモデルの拡張として area differential elasticity with spontaneous curvature
モデルを紹介する． 
 
2.1 曲面の幾何学
2.1.1 第一基本形式 
ベシクルを閉曲面として捉えたとき，その幾何学的性質を説明するための数学
的手法として，第一基本形式を考える．パラメータ表示された曲面
 p(u,v) = ( x(u,v), y(u,v), z(u,v) )  が与えられた時，微小変位の平方は次のように
与えられる． 
 
 
ds2 = ( pudu + pvdv)
2
= pu ⋅ pudu
2 + 2 pu ⋅ pvdudv + pv ⋅ pvdv
2
= Edu2 + 2Fdudv +Gdv2
  (3) 
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ここで， pu = ∂p / ∂u， pv = ∂p / ∂vは曲面の接ベクトルである（図 9）．この 2つ
の接ベクトルの内積で表される 3 つの関数  E = pu ⋅ pu ,  F = pu ⋅ pv  and ， 
 G = pv ⋅ pvを第一基本量と呼び． ds2を第一基本量を使った和で表したものを，
第一基本形式と呼ぶ．第一基本形式は行列の積を用いて，以下のように表すこ
ともできる． 
 I = ds2 = ( du dv ) E FF G
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
du
dv
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
 .  (4) 
ここで行列 
  (5) 
は第一基本行列と呼ばれ，固有値が正の対称行列となる． 
 ここで，曲面 p(u, v)の外微分は 
 dp = pudu + pvdv  (6) 
 
Iˆ =
E F
F G
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
図 9 曲面 p(u, v)の概念図． パラメータ(u, v)の組によって曲面の位置がただ一つ決ま
る． ， は曲面の接ベクトルを示す． 
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と定義され，第一基本形式を  
 ds2 = dp ⋅dp  (7) 
と，表すことができる．ここで，外微分は座標変換によって不変であるため，
その内積である第一基本形式もまた，座標変換によって不変である．従って，
第一基本形式に座標変換 u = u(ξ ,η)  ， v = v(ξ ,η)を施すと式(3)から， 
 
ds2 = E(uξdξ + uηdη)2 + 2F(uξdξ + uηdη)(vξdξ + vηdη)+G(vξdξ + vηdη)2
= (Euξ 2 + 2Fuξvξ +Gvξ 2 )dξ 2 + 2(Euξuη + F(uξvη + uξvξ )+Gvξvη )dξdη
+ (Euη2 + 2Fuηvη +Gvη2 )dη2
 (8) 
となり，座標変換後の第一基本量を 
 
 
!E = pξ ⋅ pξ = Euξ 2 + 2Fuξvξ +Gvξ 2
!F = pξ ⋅ pη = Euξuη + F(uξvη + uξvξ )+Gvξvη
!G = pη ⋅ pη = Euη2 + 2Fuηvη +Gvη2
 (9) 
 と表すことが出来る．この関係式は，第一基本行列行列を用れば，  
 
 
!E !F
!F !G
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
=
t
uξ uη
vξ vη
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟
E F
F G
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
uξ uη
vξ vη
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟ . (10) 
となる． 
 
2.1.2 第二基本形式 
前項と同様にパラメータ表示された平面 p(u, v)が与えられた時，単位法線ベク
トルは次のように表される． 
 n = pu × pvpu × pv
 . (11) 
パラメータ表示された曲面 p(u,v)と，その単位法線ベクトル n(u,v)によって，第
二基本形式は次のように表される． 
  II = −dp ⋅dn = −( pudu + pvdv) ⋅(nudu + nvdv)  (12) 
この式を展開することで次の式を得る： 
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  II = (− pu ⋅nu )du
2 + (− pu ⋅nv − pv ⋅nu )dudv + (− pv ⋅nv )dv
2．  (13) 
 puと pvは nと直交関係にあるため pu ⋅ n = 0 ,  pv ⋅ n = 0である．これらの式を偏微
分すると 
 
puu ⋅n = − pu ⋅nu , pvv ⋅n = − pv ⋅nv ,
puv ⋅n = − pu ⋅nv = − pv ⋅nu .
⎧
⎨
⎩
 (14) 
を得る． 
式(14)によって式(13)の第二基本形式を次のように表現することが出来る． 
  II = Ldu
2 + 2Mdudv + Ndv2  (15) 
ここで L = puu ⋅n = − pu ⋅nu ,  M = puv ⋅n = − pu ⋅nv = − pv ⋅nu ,  N = pvv ⋅n = − pv ⋅nvであ
り，これら 3 つの関数を第二基本量と呼ぶ．第一基本形式と同様，第二基本形
式も行列によって 
 II = ( du dv ) L MM N
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
du
dv
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
 (16) 
と表すことができ， 
 
 
II! = L MM N
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟  (17)
 
を第二基本行列と呼ぶ． 
 第二基本形式に座標変換を施すことを考える．第二基本形式はヤコビアンが
正の座標変換に対し不変であり，ヤコビアンが負の座標変換に対しては符号の
みを変える．このような正の座標変換を施した後の第二基本行列は第一基本形
式と同様に次のように表される． 
 
 
!L !M
!M !N
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
=
t
uξ uη
vξ vη
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟
L M
M N
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
uξ uη
vξ vη
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟ . (18) 
第一基本形式は正則行列であるため，新しい行列A（shape operator）を次のよう
に定義する． 
 ． (19) 
 
A =
E F
F G
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
−1
L M
M N
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
 21 
すると，式(10)，(18)より，行列 Aの座標変換の公式 
  (20) 
を得る．これは相似変換であるため，行列 Aは正の座標変換に対して不変な固
有値を持つ．この 2つの実数の固有値 λ1 ,  λ2  を主曲率と呼び，主曲率の積と平
均 
  
K = λ1λ2 = det A =
LN − M 2
EG − F 2
,
H = 1
2
(λ1 + λ2 ) =
1
2
tr A = EN − 2FM +GL
2(EG − F 2 )  (21)
 
はガウス曲率と平均曲率と呼ばれ，正の座標変換に対して不変な量であること
が分かる． 
 
2.2 ガウス曲率と平均曲率
2.2.1 曲面上の曲線 
前節で導出された主曲率と，ガウス曲率，平均曲率の幾何学的な意味を考える． 
曲面 p(u,v)上の曲線γ (s)を考える．弧長パラメータ sにより，曲線は次のように
表現できる． 
  γ (s) = p( u(s), v(s) ) . (22) 
この曲線の速度ベクトルは合成関数の微分から以下のように表すことが出来る． 
  ′γ (s) = pu ( u(s), v(s) ) ′u (s)+ pv ( u(s), v(s) ) ′v (s)  (23) 
sが弧長パラメータであることから速度ベクトルの長さは 1であり 
  ′γ (s) ⋅ ′γ (s) = E ′u
2 + 2F ′u ′v +G ′v 2 = 1  (24) 
と，第一基本量を用いて表す事ができる． 
 γ (s)の加速度ベクトルは接方向kgと法線方向knに分解して 
 ′′γ (s) = kg + kn  (25) 
と表される．  
 
!A =
uξ uη
vξ vη
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟
−1
A
uξ uη
vξ vη
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟
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knは法曲率ベクトルと呼ばれ法線ベクトルnを用いて次のように表される． 
 kn = ′′γ (s) ⋅n( )n = kn ⋅n  (26) 
係数 knは法曲率と呼ばれる（あるいは誤解のない場合は，本書では単に曲率と
呼ぶ）． 
速度ベクトル ′γ (s)と法線ベクトルnの直交関係 ′γ (s) ⋅n = 0から，両辺を微分する
ことで以下の式が成り立つ． 
  ′′γ (s) ⋅n = − ′γ (s) ⋅ ′n   (27) 
式(26)と(27)を用いると， 
 
kn = ′′γ (s) ⋅n
= − ′γ (s) ⋅ ′n
= −(pu ′u + pv ′v ) ⋅(nu ′u + nv ′v )
= L ′u 2 + 2M ′u ′v + N ′v 2
 (28) 
となり，法曲率は第二基本量によって表される． 
 
2.2.2 曲面の主方向と最大・最小曲率 
曲面 p(u, s)上の曲線 γ (s) = p( u(s), v(s) )を s = 0でu軸から角度θをなす方向に出
発する弧長パラメータで表された曲面上の曲線とすると， 
 ( ′u (0), ′v (0) ) = (ρcosθ ,ρ sinθ )  
となる正の数 ρが存在する．式(24)から 
 
 
1= E ′u (0)2 + 2F ′u (0) ′v (0)+G ′v (0)2
= ρ2(E cos2θ + 2F cosθ sinθ +G sin2θ )
 (29) 
式(28)と式(29)から， 
 
 
kn = L ′u (0)
2 + 2M ′u (0) ′v (0)+ N ′v (0)2
= ρ2(Lcos2θ + 2M cosθ sinθ + N sin2θ )
= Lcos
2θ + 2M cosθ sinθ + N sin2θ
E cos2θ + 2F cosθ sinθ +G sin2θ
 (30) 
が成り立つ． 
曲面上のある点 P = ( u(s0 ), v(s0 ) )を選んだ時，点 P を通る弧長パラメータで表さ
れた曲面上の曲線 γ (s) = p(u(s),v(s))における法曲率の最大値と最小値を考える．
式(30) から knは角度θによる周期を持つ連続関数とみなすことができ，最大値
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λ1と最小値λ2を持ち，これらの値はβ =α tanθと置くと， 
 
 
λ(α , β ) = Lα
2 + 2Mαβ + Nβ 2
Eα 2 + 2Fαβ +Gβ 2
.
 (31)
 
の最大値・最小値と一致する．最大値・最小値において ∂λ / ∂α = 0 , ∂λ / ∂β = 0で
あることから 
  Lα
2 + 2Mαβ + Nβ 2 − (Eα 2 + 2Fαβ +Gβ 2 )λ = 0  
の両辺をα , βで偏微分し， 
  
(L− λE)α + ( M − λF )β = 0,
( M − λF )α + (N − λG)β = 0  (32)
 
を得る．この連立方程式に 0でない実数解が存在するためには 
 det L − λE M − λFM − λF N − λG
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
= 0 . (33) 
である必要がある．従ってλ1 , λ2はλについての 2次方程式 
 (EG − F2 )λ 2 − (EN +GL − 2FM )λ + LN −M 2 = 0  (34) 
の解となり， 
 
λ1 + λ2 =
EN +GL − 2FM
EG − F2 = 2H ,
λ1λ2 =
LN −M 2
EG − F2 = K .  
 (35) 
を得る．従って任意の点 Pの曲率（法曲率）の最大値λ1 , 最小値λ2は式(19)の行
列 
 A = E FF G
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
−1 L M
M N
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
 
の固有値である主曲率と一致しており，それらの積と平均が式(21)で示したガウ
ス曲率と平均曲率であることが分かる．つまり，幾何学的に見ると，ある点に
おけるガウス曲率と平均曲率は，その点で測った法曲率の最大値と最小値の積
と和であることが分かる． 
また，点 P において主曲率 λ1 , λ2を与える方向ベクトル e1 = α1pu + β1pvと
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e2 =α 2pu + β2pvを主方向と呼ぶ．α , βはそれぞれ式(32)の解である． 
 
 
2.2.3 主方向の直交性 
曲面 p(u, v)の第一基本行列を Iˆ ，第二基本行列を II!とする． 
2つの主方向に対する平面ベクトルを 
 
 
!e1 =
α1
β1
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
, !e2 =
α 2
β2
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
  (36) 
とすると，式(32)から 
 
 
II! − λ1Iˆ( ) "e1 = 0, II! − λ2 Iˆ( ) "e2 = 0   (37) 
を満たす，それぞれ A = I!
−1
II"の固有値λ1 , λ2に対する固有ベクトルである． Iˆ ， 
 II!は対称行列であるため，行列 IˆAも対称行列である．従って 
 
 
λ1
t !e2 Iˆ!e1 =
t !e2 IˆA!e1
=t !e2
t ( IˆA)!e1
=t ( IˆA!e2 )!e1
= λ2
t !e2 Iˆ!e1
 (38) 
λ1 ≠ λ2であるためには， t !e2 Iˆ!e1 = 0となり， 
 
 
t !e1 I"!e2 =α1α 2E + (α1β2 + β1α 2 )F + β1β2G
= (α1pu + β1pv ) ⋅(α 2pu + β2pv )
= e1 ⋅e2 = 0
  (39) 
が成り立つ．したがって，2つの主方向は直交関係にあることが分かる． 
 
2.3 膜弾性理論
2.3.1 流体膜の自由エネルギーと中立面 
まず，局所的に平らな膜を考える．この膜の分子あたりの自由エネルギー f0は，
分子のパッキング，つまり分子あたりの面積Σによって特徴づけられる．分子
が最適なパッキングを取ったときに自由エネルギーが最小になるとすると， 
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 ∂ f0
∂Σ
= 0  (40) 
である．自由エネルギーはΣ = Σ0のときに最小化され， Σ0はエントロピーや界
面張力や分子間の引力のバランスで決まる．膜分子の並進エントロピーや鎖の
コンフォメーションエントロピーは分子あたりの面積が大きいほうが状態数を
増やすことができ，好ましいが，界面張力や引力は小さい Σを好む．ここで，
流体膜が曲率を持つことを考えると，分子あたりの自由エネルギー f はΣと曲率
両方の関数となる．流体膜の自由エネルギーは，座標の回転によって不変でな
ければならない．前節までで説明した平均曲率とガウス曲率は曲面の 2 つの不
変量であり．流体膜の局所的な曲率半径を，分子サイズより遥かに大きなオー
ダーで考え，流体膜の自由エネルギーを曲率の二次まで考えるならば，H , H 2 , 
Kの関数になっている．従って 
 f (Σ, H , K ) = f0 (Σ)+ f1(Σ)H + f2 (Σ)H 2 + f2 (Σ)K . (41) 
と表される．ここで f1 , f2 , f2はそれぞれ，自由エネルギーをH , H 2 , Kで微
分したものである．ここで，分子のパッキングの変化について，曲率と合わせ
て二次まで，すなわち f0をΣ − Σ0の二次まで， f1をΣ − Σ0の一次まで展開すると 
 
f (Σ, H , K ) ≈ f0 (Σ0 )+
1
2 f0
′′(Σ0 )(Σ − Σ0 )2 + f1(Σ0 )H
+ f1′(Σ0 )(Σ − Σ0 )H + f2 (Σ0 )H 2 + f2 (Σ0 )K
 (42)  
となる．この式の第四項から分かるように，自由エネルギーには分子のパッキ
ングと曲率のカップリングが存在している．このカップリングは，膜面の位置
として，曲率を測る膜面を法線方向にΛだけずらした中立面という新たな曲面
を定義することで，消去することができる．新たに定義される中立面の平均曲
率 ′H は，自由エネルギーで用いる二次までの項で考えると 
 ′H ≈ H (1+ 2ΛH )− ΛK  (43) 
で与えられる．新たに定義される分子あたりの面積 ′Σ は， 
 ′Σ ≈ Σ(1− 2ΛH )  (44) 
で与えられる．従って分子あたりの自由エネルギーは 
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f ( ′Σ , ′H , ′K ) ≈ f0 (Σ0 )+
1
2 f0
′′(Σ0 )( ′Σ − Σ0 )2 + f1(Σ0 ) ′H
+ f1′(Σ0 )+ 2Σ0Λf0′′(Σ0 )⎡⎣⎢
⎤
⎦⎥( ′Σ − Σ0 ) ′H
+ 2 f0′′Σ02Λ2 + 2 f1′Σ0Λ + f2 (Σ0 )−⎡⎣⎢
⎤
⎦⎥ ′H
2 + f2 (Σ0 )− f1(Σ0 )Λ⎡⎣ ⎤⎦ ′K
 (45) 
となる．従って，第四項における ′Σ と ′H のカップリングを消すように 
 Λ = − f1
′(Σ0 )
2Σ0 f0′′(Σ0 )
 (46) 
と置くことができ，中立面を定義することができる．この中立面では，自由エ
ネルギーの ′Σ に依存する項は第二項だけであり， ′Σ = Σ0のときに自由エネルギ
ーが最小になる．つまり，平らな流体膜と同じパッキングがなされており，曲
率によるエネルギーの項だけを考えれば良く，自由エネルギーとして 
 f (H , K ) = g0 + g1H + g2H 2 + g2K  (47)  
という形になることが分かる． 
 
2.3.2 膜弾性モデルとしてのベシクル 
ベシクルの膜厚はセルサイズにおいてはベシクルの三次元構造の10−3 ~ 10−4の
大きさであり，ベシクルは三次元空間上の二次曲面であるとみなすことが出来
る．ベシクルが持つ，単位面積あたりの曲げ弾性エネルギーを fcとすると，式(47)
から， 
 fc =
κ
2 (2H −C0 )
2 +κGK   (48) 
という Helfrichの曲げ弾性エネルギーとして表すことができる[12]．ここでκ は
曲げ弾性係数，κGはガウス曲率弾性係数である．C0は自発曲率と呼ばれ，流体
膜のもつ自然な平均曲率と解釈できる．ベシクル膜の持つ全体の曲げ弾性エネ
ルギーはこれを面積分することで 
 
 
Wc = fc dA!∫
=
κ
2
(2H −C0 )
2 dA!∫ +κG K dA!∫
  (49) 
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と表される．ここで，Gauss–Bonnet の定理から，曲げ弾性エネルギーの第二項
にあるガウス曲率の閉曲面上での面積分は，ベシクルに穴が開くなどの曲面の
種数を変える変形が起こらない限り定数となる．従って，図 10 のように，種数
を保ったベシクル変形においてはこの項は無視できる．しかし，ベシクルの分
裂のような，種数を変化させる変形においては，ガウス曲率エネルギー項を考
慮しなければならない．  
 この Helfrichの曲げ弾性エネルギーに，ベシクルの持つ幾何学的な拘束条件を
加えることでベシクルの自由エネルギーを定義する．ベシクルの平衡形状はこ
の自由エネルギーを最小化する形状として計算できる．この時，どのような拘
束条件を課すのかによって，いくつかの弾性理論モデルが存在する．次項から，
ベシクルの自由エネルギーに課す拘束条件として，どのようなものが挙げられ
るのかと，それによって得られるベシクルの弾性理論モデルを紹介する． 
 
2.3.2 換算体積（reduced volume） 
ベシクルの中立面の面積は膜を構成する膜分子の数や，その断面積から決まる．
リン脂質で構成されるベシクルは，一般に溶液との膜分子交換は殆どなく，膜
分子の断面積も温度変化などがなければ変化しないため，面積は一定であると
考えられる．また，ベシクルが内包する内水相の体積についても，リン脂質に
よる分子二重膜は水分子の透過率が低く，水分子のやり取りは膜変形による安
定化に対して遅いと考えられる．従って，ベシクルの安定形状を計算する時，
次のように体積と面積は一定の条件を課すことができる: 
は不変
は２倍になる
図 10 ベシクル変形とガウス曲率エネルギー
項の変化．ベシクルが分裂すると，それぞれに
対してガウス曲率エネルギーを計算しなけれ
ばならず，系全体ではガウス曲率エネルギーが
2倍になる 
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W = κ
2
(2H −C0 )
2 dA!∫ +ΣA− PV
 
(50) 
ここで，Σ ,  P  は Lagrangeの未定乗数である．この拘束条件を表すパラメータ
として換算体積（reduced volume） vを導入する．換算体積 vはベシクルの持つ
膜面積 Aから見た球状ベシクルの体積と実際の体積V の比を表す無次元数であ
り、次のように定義される． 
 
v = V(4π / 3)R03
= 6 πVA3/2
  (51) 
換算体積は球状ベシクルのとき v = 1であり，面積が体積に対して余剰（ぶよぶ
よ）になるに従い減少する． 
 
2.3.3 膜面積差（area difference） 
もう一つのベシクルの幾何学的な拘束条件は二分子膜の外膜と内膜の面積差で
ある．外膜と内膜の面積は構成する分子の数や断面積によって決まる．また，
外膜と内膜の間での交換（flip-flop）は，phosphatidylcholine（PC）脂質では，お
よそ 25時間が半減期となり，形状の安定化よりはるかに長い時間スケールでし
か起こらない[13]，したがって，外膜と内膜の分子数や単分子断面積が変化しな
い（あるいは形状の安定化より十分遅い）状況では一定であると考えられる．
膜面積差 ΔAは次のように幾何学的に計算できる． 
ベシクルの中立面 p(u, v)の面積素 dAは 
  
dA = pu × pv dudv
= ( pu × pv )
2 dudv
= ( pu ⋅ pu )( pv ⋅ pv )− ( pu ⋅ pv )
2
= EG − F 2 dudv  (52)
 
と，第一基本量を用いて表すことができる．一方，外膜と内膜の中立面 p±(u, v)
は法線ベクトル n(u, v)とそれぞれの中立面間の距離 hを用いて次のように表す
ことができる． 
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p±(u,v) = p(u,v)± h
2
n(u,v)  (53) 
従って，外膜と内膜の面積素 dA±は    
  
dA± = pu
± × pv
± dudv
= {( pu ± hnu / 2) ⋅ ( pu ± hnu / 2)}{( pv ± hnv / 2) ⋅ ( pv ± hnv / 2)}
−{( pu ± hnu / 2) ⋅ ( pv ± hnv / 2)}
2dudv
≅ EG − F 2 ± h(EN −2FN +GL)dudv
= EG − F 2 1±2hH( )1/2 dudv
≅ EG − F 2 1± hH( )dudv
= dA± hHdA
 (54) 
と表すことが出来る．ここで，膜厚はベシクルの構造に対して非常に小さいこ
とから 3行目から 4行目で h2より上のオーダーを落とした．また，5行目から 6
行目の式変形では， H がベシクルの半径の逆数のオーダーを持つことから
hH <<1となることを用いて展開した． 
式(54)から膜面積 ΔAは 
  
ΔA= dA+∫ − dA−∫
= 2h H dA∫
 (55) 
と表すことが出来る． 
半径 Rの球状ベシクルの膜面積を計算すると， 
 
 
ΔA = 2h H dA∫
= 2h 1
R
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
4π R2
= 8πhR
 (56) 
となる．表面積 Aをもつベシクルの面積差は， R0 = A / 4π で与えられる面積
から見た球状ベシクルの半径を用いて，次のように規格化される． 
  
Δa = ΔA
8πhR0  (57)
 
球状ベシクルにおいてΔa = 1である． 
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2.3.4 Bilayer Couple (BC) Model 
ベシクルに対する拘束条件として換算体積と膜面積差一定の条件を課した弾性
理論モデルが Bilayer Couple (BC) modelである．  
式(50)に膜面積差による拘束を導入し，ベシクルの自由エネルギーは次のように
表される．  
 
 
F = κ
2
(2H −C0 )
2 dA!∫ +ΣA− PV +QΔA  (58) 
ここで Qは新たな Lagrange の未定乗数である．式(58)を見ると，右辺の積分中
の自乗は，平均曲率の 2次，1次と定数項に展開できる．このうち定数項は自由
エネルギーの最小化に寄与しないので無視でき，1次の項は膜面積差が式(55)の
ように平均曲率の 1 次の面積分で与えられることから，未定乗数 Qの取り方を
変えることで膜面積差の拘束条件に繰り込むことができ，BCモデルの自由エネ
ルギーは 
 
 
FBC =
κ
2
(2H )2 dA!∫ +ΣA− PV +QΔA  (59) 
と表される．BCモデルに基づき，ベシクルの形状は換算体積と膜面積差の拘束
条件の下，曲げ弾性エネルギー 
 
 
WBC =
κ
2
(2H )2 dA!∫  (60) 
が最小になる形状として求まる． 
 半径 Rの球状ベシクルについて，曲げ弾性エネルギー WBC, sphereを計算すると． 
 
 
WBC, sphere =
κ
2
1
R
+
1
R
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟
2
∫ dA
=
κ
2
4
R2
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟4π R2
= 8πκ
 (61)  
となる．この結果から，曲げ弾性エネルギーは球状ベシクルの大きさに依らず
一定になることが分かる．この球状ベシクルの曲げ弾性エネルギーは，ベシク
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ルの曲げ弾性エネルギーの単位として扱われ，これによって規格化された曲げ
弾性エネルギーを 
 
 
wBC =
WBC
8πκ
  (62) 
と表す． 
 換算体積 vを固定し，面積差 Δaを変化させながらベシクルの安定形状を求め
ると，その時の曲げ弾性エネルギーのプロファイルは図 11 のようになる．これ
を見れば分かるように，曲げ弾性エネルギーのプロファイルには 2 つの極小値
があり，それぞれが球状のベシクルを回転対称軸方向に扁平にした oblate と扁
長にした prolateと呼ばれる形状に対応している．また， wBC = 2  となるのは，2
つの球状ベシクルが細いネックで繋がった limiting shapeと呼ばれる形状であり，
片方の球が他方の球の内側にあるか（stomatocyte），外側にあるか（budding）で
2つの種類をもつ． 
 このようなエネルギープロファイルを換算体積を変えながら計算することで，
BCモデルにおける形状の相図を得ることができる(図 12)． 
 
図 11 BCモデルの曲げ弾性エネルギープロファイル（ ）．2つのエネルギー
プロファイルの極小値として oblateと prolate形状がある． 
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2.3.5 Area difference elasticity (ADE) model 
BC modelがベシクルの二分子膜の膜面積差を固定したのに対し，より緩い拘束
条件を与えるのが area difference elasticity modelである．ADEモデルでは，二分
子膜の間に最適な膜面積差（preferred area difference）ΔA0があり，二枚膜の相対
的な伸張・圧縮によって実際の膜面積差ΔAがΔA0から離れることで，ADEエネ
ルギーと呼ばれる非局所的な曲げ弾性エネルギー 
 Wr =
κ r
2Ah2 (ΔA − ΔA0 )
2   (63) 
を持つと考えるモデルである[14]．ここでκ rは非局所曲げ弾性係数である．ADE
モデルの自由エネルギーは次のように与えられる． 
1.2
1.6
1.0
1.8
1.4
0.8
0.8 0.9 10.70.6
O
P
L
a 
v
図 12 BCモデルにおける形状の相図．P, O はそれぞれ prolateと oblate形状に対応す
るエネルギープロファイルの極小値点であり，Lは limiting shape (budding)である． 
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FADE =κ
1
2
(2H )2 dA+ 1
2Ah2
κ r
κ
(ΔA−ΔA0 )
2!∫
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥+ΣA− PV
=κ
1
2
(2H )2 dA+8π κ r
κ
(Δa−Δa0 )
2!∫
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥+ΣA− PV
  (64) 
ADE モデルにおいては，膜面積差Δaは固定されず，図 12 で示したような曲げ
弾性エネルギーのプロファイルが極小値を取る oblateや prolateの形状を取るよ
うに，値を変化させることができる．しかし，最適な膜面積差Δa0 = ΔA0 / 8πhR0
からのずれの二乗に比例する自由エネルギーのペナルティを受け，この競合に
よって安定形状が定まる．具体的なエネルギープロファイルを見ると，ADE の
曲げ弾性エネルギー 
 
 
WADE =κ
1
2
(2H )2 dA+8π κ r
κ
(Δa−Δa0 )
2!∫
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥  (65) 
は，図 11 のような BC モデルのエネルギーを基に式(63)で表される二次関数の
ADEエネルギーの包絡線を描いたものとして表される（図 13）． ADEエネルギ
ーを表す二次関数の形状は q =κ r /κ によって決まる．この値はいくつかの実験
1.0 1.2 1.4 1.60.8
1.7
1.8
1.9
図 13 ADEモデルのエネルギープロファイル（ ）．破線で表された BCモデ
ルのエネルギープロファイルに ADE エネルギーの二次関数で包絡線を描くことで
ADEモデルのエネルギーを得る． 
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によって q = 3付近であると考えられている[15,16]．図 13を見ると，ベシクルは
実際の膜面積差 Δaを最適な膜面積差  Δa0  から離れた値に取ることで，差
 Δa−Δa0の二乗に比例する ADE のエネルギーのペナルティを受けるが，その損
より oblateや prolateのエネルギー極小形状を取ることによる曲げ弾性エネルギ
ーの得が大きいため，oblate や prolate の形状を取り続ける．しかし，図 13 の
 v = 0.78付近で見られるように，ADEによるエネルギーのペナルティが曲げ弾性
エネルギーの得を上回ると，oblateの形状を取り続けることは損になり，一次転
移的に別の形状へと変化する． 
 
2.3.6 Area difference elasticity with spontaneous curvature 
(ADE-SC) model 
ADE モデルに自発曲率C0を取り入れたモデルが ADE-SC model である[17]．
ADE-SC modelの自由エネルギーは次のように与えられる． 
 
 
WADE - SC =κ
1
2 (2H −C0 )
2 dA + q2Ah2 (ΔA − ΔA0 )
2!∫⎡⎣⎢
⎤
⎦⎥
+κG K dA!∫  (66) 
この自由エネルギーは自発曲率C0に関する項を展開することで， 
 
 
WADE - SC =κ
1
2 (2H −C0 )
2 dA + q2Ah2 (ΔA − ΔA0 )
2!∫⎡⎣⎢
⎤
⎦⎥
+κG K dA!∫
=κ 12 (2H )
2 dA −C0 (2H )dA!∫ +
C02
2 dA!∫ +
q
2Ah2 (ΔA − ΔA0 )
2!∫
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥
+κG K dA!∫
=κ 12 (2H )
2 dA − C0ΔAh +
q
2Ah2 (ΔA − ΔA0 )
2!∫⎡⎣⎢
⎤
⎦⎥
+κC0
2A
2 +κG K dA!∫
=κ 12 (2H )
2 dA + q2Ah2 ΔA − ΔA0 −
AhC0
q
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
2
!∫
⎡
⎣
⎢
⎢
⎤
⎦
⎥
⎥
− 1+ 1q
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
κC02A
2 +
C0ΔA0
h +κG K dA!∫
 (67) 
したがって， 
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Δ !A0 = ΔA0 +
AhC0
q   (68) 
と置くことで， 
 
 
WADE - SC =κ
1
2 (2H )
2 dA + q2Ah2 (ΔA − Δ
!A0 )2"∫⎡⎣⎢
⎤
⎦⎥
+κG K dA"∫ +Const.  (69) 
となり，定数部分を除いて ADE-SC modelは ADE modelと同等に扱える．式(68)
について，規格化された膜面積差Δa = ΔA / 8πhR0 , A = 4πR02を用いると， 
 
 
Δ !a0 = Δa0 +
R0C0
2q  (70) 
と表すことが出来る． 
 
 
2.3.7 BCモデルとADEモデルによるベシクル形状の相図の比較 
BCモデルと ADEモデルそれぞれに基づいたベシクル形状の相図を図 14に示す．
BCモデルにおいては，2つのパラメータ，換算体積 vと膜面積差Δaによって安
定形状が決定され，prolate 形状と oblate 形状において曲げ弾性エネルギーは極
小値をとる．一方で，ADEモデルでは ADEエネルギーのペナルティを受けるこ
とで．近傍の曲げ弾性エネルギー極小値を取るようにΔaを変化させることがで
0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 10.70.65
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BC model ADE model
図 14 （左図）BCモデルと（右図）ADEモデルに基づいた，ベシクル形状の相図．左図の
曲線 P, Oは prolate形状と oblate形状のブランチであり，Lは limiting shapeを示す．右図の曲
線はそれぞれ stomatocyte-oblate ( ), oblate-prolate ( )，prolate-pear ( )の不連
続転移，limiting shape（L）の境界を示している． 
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き，ベシクルの形状は曲げ弾性エネルギーと ADEエネルギーの競合によって決
定される．ADEモデルではある換算体積 vにおいて ADEエネルギーはΔa = Δa0
のとき 0となるが，Δaを変化させることによるADEエネルギーの増加が，prolate
や oblate の曲げ弾性エネルギー極小形状を取ることによるエネルギーの得より
小さい場合，ベシクルの形状は prolateまたは oblate形状を取り，その形状は同
じ vにおける BCモデルの prolate, oblate形状と等しい．Prolate形状にあるベシク
ルの最適な膜面積差Δa0が増加していく場合を考えると，ADE エネルギーの増
加が曲げ弾性エネルギーの得を上回ったとき，ベシクルは prolate 形状を取れな
くなり，pear，limiting shapeに変化する． 
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第 3章
3D-analysis 
 
 
3.1 三次元計測画像処理
3.1.1 共焦点レーザー顕微鏡の原理 
一般の光学顕微鏡は試料全体に光を当て，焦点面での結像を見るため，試料の
光軸（z軸）方向に対して周囲の余計な光も検出されてしまう．共焦点レーザー
顕微鏡は，点光源（ピンホール 1）からの光を対物レンズを通じて試料の一点に
集光するように照射する．光源としては一般的に，特定の波長を持ち指向性に
優れたレーザー光が使用される．試料から戻ってくる光は図 15 のように結像レ
ンズによって再び一点に集光する．この位置で共焦点ピンホール 2 を通過させ
ることにより，対物レンズの焦点面から z 軸方向にずれた位置からの光がカッ
トされ，試料のある一点からの光を検出することが可能になる．検出した光は
xy方向のある一点の情報しか持たないため，試料の二次元像を得るためには xy
平面内を走査する必要がある．本研究で用いる LSM 5Live(Carl Zeiss, Jena, 
Germany)はレーザー光を帯状に整形し，ラインスリットによって試料の x 方向
の情報を同時に検出できるため，従来の共焦点レーザー顕微鏡と比べ非常に高
速で走査が可能である． 
 この 5Liveを用い，対物レンズをピエゾ素子によって動かし，z軸方向へも走
査を行うことで試料の三次元計測が可能になる．本研究のセッティングでは半
径 10µm程度のベシクルを 1 秒以内にスキャンすることが可能であるため，更
にこの三次元画像を連続撮影することにより，ベシクルの三次元的な形状変化
を計測することができる． 
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3.2 画像解析
3.2.1 ターゲットベシクルの抽出 
共焦点レーザー顕微鏡によって得られた三次元蛍光画像に対し ImageJでターゲ
ットとなるベシクルの範囲を切り取り，8bitの蛍光強度データとして三次元ボク
セル上に得る．このように得た蛍光強度分布は，ターゲットとなるベシクルの
他に小さいベシクルやノイズなどのゴミを含んでいる．このようなゴミを取り
除くために，先ず蛍光強度の平均値に対して 2 倍程度の閾値を定め，この閾値
以下の蛍光強度を取り除く．次に各ボクセルのデータに対し連続性を確認し，
最も大きい連続した蛍光強度分布のみをターゲットのベシクルとして抽出し，
それより小さい連続した蛍光強度分布は自動的に取り除かれる（図 16）する．
ただし，ターゲットベシクルの膜面に近いゴミは，ターゲットベシクルと連続
してしまい，このこの過程作業で取り除けないため手動でマスクを掛け，取り
除く必要がある． 
共焦点ピンホール
対物レンズ
焦点面
レーザー（点光源）
検出器
ダイクロイックミラー
図 15 共焦点レーザー顕微
鏡の原理．焦点面からずれた
光（点線）は共焦点ピンホー
ルによってカットされる． 
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3.2.2 膜形状の抽出 
ターゲットベシクルを抽出した三次元蛍光強度分布は，膜の存在する位置を極
大として，顕微鏡の解像度に対応した，ある程度の広がりを持っている．この
極大値は膜面上で一様ではなく，レーザー光の偏光や軸方向に関して異なって
いるため，これを一様な膜として形状抽出するために，三角形メッシュを作成
し，蛍光強度分布に対し焼きなまし法（Simulated Annealing）を用いてフィッテ
ィングする（図 17）．この三角形メッシュは，ノード（結節点）とボンド（ノー
ドの結合）で構成されており，データとしてはノードのインデックス（識別番
号）に対して，三次元的な座標情報，ボンドの数，ボンドで結合されるノード
のインデックスの組（法線に対して時計回りなるようソートされている）で構
成されている． 
 このメッシュは最初に用意した形状に近いベシクル形状は上手く表現できる．
しかし逐次的にフィッティングを行い，最初に用意したメッシュから大きく形
蛍光強度
Image processing
図 16 画像処理によるターゲットベシクルの抽出．左図は観察によるターゲットベシクルを
含む蛍光画像で，右図は画像解析後のターゲットベシクルの三次元蛍光強度分布．閾値の設
定とデータの連続性の解析により，三次元データ内で最も大きな構造＝ターゲットベシクル
を抽出する． 
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状が変化していくにつれて，ノードの分布が不均等になってしまい，ベシクル
膜を上手く表現できなくなる．この問題を解決するため，各ノードを繋ぐボン
ドの繋ぎ変えを，次のようにフィッティングの過程に導入した．ボンドにより
構成される三角形を考えたときに，鈍角を含むような形状は，特定の一つのボ
ンドを引き伸ばしてしまうと考えられる．このような場合に，このボンドと交
差するボンドに繋ぎ変えを行うようにした．このようなボンドの流動性によっ
て，ノードの不均一化を生じにくくする．本研究の形状変化は，球状ベシクル
を初期形状としているため，正十二面体から頂点を増やしていくことで，642個
のノードからなる球状メッシュを初期形状として作成し，逐次的に形状をフィ
ッティングしていく．このノードの各点に対し一定の距離 lを定め（図 17），こ
れを半径とする球の範囲で顕微鏡観察によって得られた蛍光強度の和をとり，
これを各ノードのエネルギーとして次のように各ノードのポテンシャルを定義
する： 
 
 
Ui = − I j
j=1
M
∑ ． (71) 
ここで， iはノードのインデックス， jはボクセルのインデックス，M はノー 
ド iからの距離が l以下のボクセルの集合である．lは，初めは膜表面から離れた
メッシュを近づけるために，大きな値を取る必要があるが，膜表面にノードが
近づくにつれ徐々に小さな値を取らせることで，正確に膜位置を特定できるよ
うにしている．メッシュのポテンシャルエネルギーの合計は次のように表され
る： 
 
 
U0 = Ui
i=1
N
∑ ． (72) 
ここでNはノードの総数である．各ノードをモンテカルロ法によって移動させ， 
このポテンシャルの極小点を探すことでベシクル膜を抽出する[18]． 
これに加えて，ベシクル形状を滑らかに得るために，次のように三角格子上で
定義される曲率による膜弾性エネルギー[19]を導入する: 
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 Ucv =
κ
2
1
σ m
σ m, nrm, n
rm, nn(m )∑
⎛
⎝
⎜
⎞
⎠
⎟
2
m
∑  ． (73) 
ここで n(m)はノード mとボンドで隣接するノードであり rm,nはノード mから n
へのベクトル， rm,n =| rm,n |である．また， σ m, nは次のように定義される: 
  
σ m,n = rm,n[cot(θ1)+ cot(θ2 )] / 2 . (74) 
ここで θ1 , θ2はそれぞれボンドmnに向かい合う 2つの角である． 
各ノードについて，その位置をランダムに動かす．移動前と移動後について，
半径 lの球
Simulated Annealing
図 17 Simulated Annealing法の概観図．青-緑の点はターゲットベシクルの三次元蛍光強度
分布の断面．白線で示されたメッシュが抽出形状であり，左図は SA法を行う前の初期形状，
右図が SA後の形状である．白枠の画像で示すように，形状メッシュの各頂点に対し，半径
lの球の範囲内で蛍光強度分布の和を取り，ポテンシャルエネルギーとして局所的な最小値
＝膜位置をモンテカルロ法によって探す． 
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上記のエネルギーの差を ΔE とする．この ΔE に対し，受理確立を
W = min[exp(−βΔE), 1]によって定め，ステップが受理されるかどうかを判断する．
ここで，βは Simulated Annealing温度(= 1/ kBT )， kB  はボルツマン定数である．
T の値が大きいほど，受け入れられるステップが多くなり，メッシュと実験デ
ータがある程度離れている形状抽出の初期段階には相応しいが，最終的にメッ
シュと実験データとの差が小さくなると，T の値は小さい方が好ましい．本研 
究ではフィッティングの段階に応じてT の値を調整することで効率的にベシク
ルの形状を抽出することができた． 
 
3.3 Surface Evolverによる形状の解析
このようにして得られた三角形メッシュに対して計算を行うために，膜形状の
理論研究で一般的に用いられているソフトウェアである Surface Evolver を用い
る．本研究では，このソフトウェア上で作成したコードを用いることで，三角
形メッシュ上での曲率や曲げ弾性エネルギーを計算している．Surface Evolver
で扱う膜形状のファイル形式は頂点識別番号と三次元座標の四つのデータから
成る組を扱う vertices，頂点を繋ぐボンドについて識別番号とボンドを形成する
二つの verticesの識別番号の三つのデータから成る組を扱う edges，edgeにより
形成される三角形の面の識別番号とそれを構成する三本の edgeの識別番号の四
つのデータから成る組を扱う faces，face による閉曲面で定義される立体の識別
番号と，それを構成する faceの識別番号の組から成る bodies (今回の研究では一
つの立体しか扱わないため，立体の識別番号 1 に対し，全ての face の識別番号
が組となる)，の四種類からなっているため，先ほどの形状抽出で得た三角形メ
ッシュのデータファイルは，Surface Evolver用に変換してから用いる．その後，
面積，体積，換算体積 v，膜面積差Δa , 曲げ弾性エネルギーwbを，抽出した各
形状に対し計算していく．また，Surface Evolverでは任意に与えられた v ,Δaに
対して曲げ弾性エネルギーが最小の最安定な形状をシミュレーションで計算す
ることも可能である．この理論的に得られた形状と実験結果へのフィッティン
グによって得られた抽出形状を比較すると，定性的には良く一致する．このよ
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うな点からも，この三次元画像解析の手法は，実際にベシクル膜の形状を上手
く抽出できていると判断した． 
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第 4章
ベシクルの自己生産における，逆コーン
型脂質の役割
 
 
4.1 INTRODUCTION 
ベシクルの自己生産は原始的な細胞系において欠かせない要素の 1 つである．
[5,20,21]．一般に，ベシクルの自己生産過程では，外部から膜分子がベシクルに
供給され，その分子を用いてベシクルが成長・分裂する．しかし，細胞膜の主
成分であるリン脂質は非常に低い critical aggregation concentration (cac)を持ち，
数 mMの濃度では直ちに安定なメゾスコピック領域の秩序構造を取るため[22]，
ベシクルにモノマーやミセルを取り込ませながら成長させることは難しい．今
までにベシクルの成長が観察されているのは cacが高く，また電離度によってモ
ノマー・ミセル状態から二重膜へ安定性が変わる脂肪酸を用いたベシクルや，
有機合成によってデザインされた両親媒性分子を用いた系だけである．一部の
特別な条件においてベシクルは膜分子を取り込みながら膜面積を成長させ分裂
し，1つの親ベシクルから複数の娘ベシクルへと自己生産することが知られてい
る．オレイン酸を適切な pHの溶液に分散させると，一定の割合が脱プロトン化
しオレートとなりオレイン酸とオレートによる二成分の GUV が作成されるこ
とが知られている．このベシクル分散液に対して，無水オレイン酸のドロップ
レットを加えると，無水オレイン酸がベシクル膜上で水和され膜分子であるオ
レイン酸を供給し，ベシクルの成長と分裂が観察される[6,7,8,23] ．また，最近
の研究では人工的にデザインされた両親媒性分子を用いることによって，ベシ
クル膜面上の酵素により親水性の膜前駆体が両親媒性の膜分子へと加水分解し
膜へと供給され，自己生産する系を確立させた研究もある．[4,9,10]．これらの
実験は膜の自己生産はタンパク質に依らずに，二分子膜の成長によって実現す
ることが可能であることを示している．しかし，どのようにして二分子膜が自
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己生産に必要な変形過程を辿るのかの物理的なメカニズムは明らかでない． 
 これらのベシクル自己生産は現在の細胞における自己生産とは異なるもので
あるが，生物学的見地からも興味深い点が多くある．例えば，バクテリアの細
胞分裂は FtsZと呼ばれる膜タンパク質が膜面の赤道上に Z-ringと呼ばれる輪を
形成し，それが絞られることによって引き起こされるが，L-form と呼ばれる細
胞壁の取り除かれた状態においては，FtsZ 無しでも膜分子の過剰生産にのみに
依って細胞分裂を引き起こすことが可能である[24,25,26]．この実験は複雑なタ
ンパク質の存在しない原始的な環境においても，細胞は純粋な物理的メカニズ
ムによって細胞分裂を可能にすることを裏付けており，このような原始的細胞
分裂の基礎となるベシクル自己生産のメカニズム解明は生命起源の研究におい
ても重要度の高い研究である． 
 ベシクルの自己生産過程を膜弾性理論に基づいた力学的モデルでとして考え
た時，幾つかの問題に言及しなければならない[27,28,29]．1つは，1つの球状ベ
シクルが limiting shape と呼ばれる，2 つの球状ベシクルが細いネックで連結し
た形状に至るための幾何学的要請である．第二章で述べたように，幾何学的モ
デルによれば，この変形過程はベシクルの性質を特徴づけるパラメータとして，
膜の弾性係数κ , 自発曲率C0  ，ベシクルの体積成長率を決定するパラメータで
ある膜の透水率 Lp  ，膜成長のパラメータとしての膜面積が 2倍になるまでの時
間Td  を用いて，1つの親ベシクルが等しい大きさの 2つの娘ベシクルに等割す
るための条件がTdLpκC04 = 1.85であると示唆されている．また，親ベシクルが違
う大きさの娘ベシクルへと不等割するための条件はTdLpκC04 <1.85であり，これ
らの条件を満たさない場合，ベシクルは成長過程において limiting shapeに到達
せず，単純なサイズの成長や伸張のみが進む．2 つ目の問題は limiting shape に
到達したベシクルが，2つの球を繋ぐ細いネックを切断するためのメカニズムで
ある．このネック切断は，ほとんどのベシクルにおいて自発的に起こらない[30]．
なぜならばベシクルのもつ自発曲率が，このネックを安定化させるためである
[31]．したがって，自己生産過程には撹拌などの力学的作用や[8,32]，ネック部
分とそれ以外でのガウス曲率の差による多成分ベシクルの脂質の局在組成の変
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化などの，ネックを不安定化させ切断する機構が必要であると考えられる[33]．
そして最後に，ネックが切断された後の娘ベシクルが親ベシクルと同じく自己
生産過程を繰り返すことができる再帰性を持つという条件である． 
 これらの問題は，モデル系の実験によって広く研究されている．佐久間・今
井らは母ベシクルに加熱と冷却の温度サイクルを課すことで分裂を引き起こす
系を開発している[11]．この系は膜分子の外部供給や，その場での合成系を持た
ないため，各サイクル終了時のベシクルの総膜面積は変化しない．従って分裂
を繰り返す毎にベシクルの大きさは小さくなる，初期の胚形成に類似した分裂
モードであり完全な自己生産過程ではない[28,34]．このモデル自己生産ベシク
ルは，シリンダー型で高いmelting温度Tmを持つDPPC
（1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, TmDPPC = 41°C）と逆コーン型で低い
melting温度を持つDLPE（1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, 
TmDLPE = 29°C）の二成分の脂質によって構成されている．ベシクル分散液の温度
をDPPCのmelting温度以上に上げることで，二成分のgiant unilamellar vesicle
（GUV）はchain meltingによる面積増加から自発的にlimiting shapeへと変形し，
その後ネックが切断される．温度をDPPCのmelting温度以下の初期状態に冷却し
戻すと娘ベシクルは，面積は小さくなるものの，親ベシクルと同じ初期の球状
ベシクルに戻る．次に同様の温度サイクルを課すと，このプロセスは両方の娘
ベシクルで繰り返され自己生産の基本条件を保ちながら，10世代以上に渡る自
己生産を示す． 
この系は自己生産のモデル系としては驚くほどシンプルで，単に逆コーン型脂
質（PE脂質）をシリンダー型脂質（PC脂質）に混ぜて二成分ベシクルを作るだ
けで再帰的な分裂を引き起こす．この再帰的な変形・分裂過程において PE脂質
が果たす役割を明らかにするためには，ベシクル変形と分裂の物理的メカニズ
ムを定量的に理解することが重要である．本研究では，高速共焦点レーザー顕
微鏡を用いた三次元画像解析によって，このモデル系における変形過程を詳細
に定量化した．私はベシクル形状を特徴づける 2 つの鍵となる幾何学的パラメ
ータを計測し[18]，この形状変化の軌跡が各世代に渡りダイアグラム上で再帰的
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であることを見つけた．本研究ではこの変形の軌跡を area-difference elasticity 
(ADE) theoryによって解釈した解析結果によって，逆コーン型の PE脂質の分配
が二重膜の間で非対称になっているという結論に至った．この二分子膜の外膜
と内膜の間の非対称性は非常に小さいものであるが，膜の形態に大きな影響を
与える[17,35]．また，別の興味深い結論はベシクルの膜組成を各サイクルの最
後にリラックスさせる自発的な機構である．この膜組成のリラックスはベシク
ルの幾何学的形状に応じた脂質の再分配であり，冷却過程で引き起こる膜収縮
の際の小さな孔形成を通じて行われると考えられる．つまり，ベシクルの状態
が冷却過程で自発的にリセットされることで再帰的な自己生産を可能にしてい
るのである．以上のように本研究における幾何学的変化の詳細な定量解析は自
己生産の基礎を明らかにした．この再帰的なベシクル分裂の幾何学的な要請は
娘ベシクルが親ベシクルと同じサイズに等割するような膜成長の機構を備えた
完全な自己生産過程においても適応できる． 
 
4.2 MATERIALS AND METHODS 
4.2.1 Sample preparation 
本研究ではリン脂質としてDPPCとDLPEを用いる．加えて，phosphoethanolamine
頭部を持つ脂質の役割を明らかにするための対照実験に DLPC
（1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholine, Tm = −2°C）と cholesterol を用いた．
これらの脂質は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) から購入し，精製せずに用い
た．三次元イメージングのための蛍光色素付き脂質として，18:1 Liss Rhod PE 
(Rhodamine 1,2-dioleoyl-sn-glyc- ero-3-phosphoethanolamine-n-(lissamine rhodamine 
B sulfonyl)) と Acyl 12:0 NBD PE (1-acyl-2-{12-[(7-nitro-2-1,3- 
benzoxadiazol-4-yl)amino]do- decanoyl}-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) を
Molecular Probes (Eugene, OR)から購入して用いた．DPPCと DLPEの二成分ベシ
クル（組成モル比 8:2）は整置水和法によって生成した[36]．まず，リン脂質 DPPC
と DLPEを 10µLのクロロホルムに 10 mMの濃度で溶かし，ベシクルを観察す
るための色素として，18:1 Liss Rhod PEを 0.7%のモル濃度で加える．この溶液
に窒素ガスを吹きかけながら乾燥させ，ガラスバイアル内に脂質フィルムを形
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成させ，真空下で一晩置いて有機溶剤を完全に除去する．得られたフィルムを
60 °Cの超純水（Direct-Q 3 UV System; Millipore, Billerica, MA）で 3時間以上水和
させると脂質フィルムは自発的に直径 10 - 50µmの GUVを形成する． 
 
4.2.2 Microscopy 
ベシクル分散液をスライドガラス上のサンプルセルに移して観察を行う．サン
プルセルは温度コントローラー（model No. PE120; Linkam Scientific Instruments, 
Waterfield, Epsom, Tadworth, UK）のステージ上にセットする．この操作の間，サ
ンプルの温度を二成分ベシクルが単一相を示す，TmDPPCより高い温度，およそ
50 °C以上に保つようにする．その後，分散液を 20 °C/minのレートで 50 °Cから
30 °Cに下げる（step 1），これはTmDPPCより低くTmDLPEより高い温度である．5分
待ち平衡にさせた後，分散液を 6 °C/minのレートで 50 °Cまで加熱する，この段
階で二成分 GUVは limiting shapeへの変形を示し（step 2），その後 2つの娘ベシ
クルへと分裂する（step 3）．最後に温度を 12 °C/minのレートで 30 °Cに下げる，
ここで，それぞれの娘ベシクルは完全な球状ベシクルに戻ることが確認できる
（step 4）．この変形過程はピエゾ素子でサポートされた高速共焦点レーザー顕微
鏡（LSM 5Live; Carl Zeiss, Jena, Germany; and objective Plan Apochromat 40x/0.95 or 
C-Apochromat 63x/1.20 W; Carl Zeiss）で観察する. 本研究のセットアップでは 1
つのベシクルはサイズに応じて 0.5または 1µm  の間隔で約 50枚の z-stack，xy
平面上160 ×160µm  のフレームサイズで 1-2秒以内にスキャンされる． 
 
4.2.3 3D image analysis 
測定で得られた三次元蛍光強度分布からターゲットのベシクル膜面を計算機で
解析可能な形で抽出するために，本研究ではホームメイドの画像処理プログラ
ムを用いた[18]．このベシクル膜面のデータを Surface Evolverパッケージ[37]で
読み込み，体積V，面積A，二分子膜の膜面積差
 
ΔA = 2hd H dA!∫  （ここで h  一
分子膜の neutral plane間の距離，H  は局所平均曲率である）を測定する．これ
らの測定値からベシクル形状を特徴づける 2 つのパラメータである reduced 
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volume v = 6 πV / A3/2 , reduced monolayer area difference Δa = ΔA / (4πhA1/2 )を計
算し，これらのパラメータを固定しながら Surface Evolverによって，Helfrichエ
ネルギー[12] 
 
 
Wb =
κ
2 (2H )
2 dA!∫  (75) 
を最小化させ，リラックスさせたベシクル形状を得た．ここでκ はベシクルの
局所曲げ弾性係数である．全てのベシクルにおいて観察により得られた形状を
計算機でリラックスさせたところ，ほとんど形状に変化はなく，実験における
形状変化は準安定形状を遷移していることを示している． 
 
4.3 RESULTS AND DISCUSSION 
4.3.1 3D analysis of shape deformation 
 
観察で得られた二成分 GUV（DPPC/DLPE = 8:2）の温度サイクルによる形状変
化過程を図 18に示す．最初，二成分ベシクルはTmDPPCより低くTmDLPEより高い温
度である 30°Cにおいて球状を示す（図 18 A）．この時ドメインは観察されない
が，ベシクルは多数の固相の DPPCと少数の液相の DLPEによって構成されて
いると考えられる．温度を 50°Cに上げることで，DPPCの炭化水素鎖が不規則
な状態に meltingし，DPPC単分子の断面積が固相の 0.48 nm2から液相の 0.64nm2
へと約 34%増加することで[38]，ベシクル全体に余剰面積が生じる．この余剰面
積によってベシクルは，まず oblate shape（図 18 B）へ，その後 prolate shape（図
18 C）へと変形を始める．そして，ある時点で prolateベシクルは pear shape（図
18 D）を経て急速に buddingし limiting shape（図 18 E）へと変形する．最終的に
ネックが切断されることで，limiting shapeベシクルは 2つの独立した娘ベシク
ルへと分裂する．温度を 30°Cへ冷却し戻すと，DPPCの炭化水素鎖は再び秩序
化し，娘ベシクルの膜面積が減少し，表面張力が増大する．このテンションを
開放するためにベシクル膜面上に小さな孔が形成され，余剰な内包水が孔を通
じて排出され，約 1秒で速やかに孔は閉じる（図 19）．孔の直径は，直径 50µm  
のベシクルでは 10µmほどの大きさである．温度サイクルが一周すると，初期
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の球状の親ベシクルは 2つの球状の娘ベシクルへと分裂したことになる．この
サイクルを繰り返すと娘ベシクルは次の世代の孫ベシクルを生み出す．  
G1
G2
B EC D
G JH I
A’ B’ E’C’ D’
F’ G’ J’H’ I’
30˚C 50˚Cheating
cooling
A
F
30˚C 50˚Cheating
図 18  から 温度サイクルによる DPPC/DLPE 二成分ベシクル分裂過程の
-projection画像．A-Eは親ベシクルが 2つの娘ベシクルへ分裂する第一世代（G1）の変形過程．
F-G は娘ベシクルがそれぞれ孫ベシクルへ分裂する第二世代（G2）の変形過程．A 下部のスケ
ールバーは 10 を示している．A’-J’は観察データから抽出された形状に  と を固定し曲
げ弾性エネルギー最小化のリラックスを行ったものである． 
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この自己生産過程は観察したほとんどの GUVにおいて，1-12 °C/minの加熱，冷
却レートで大きな変化なく見られた．この再帰的なベシクル分裂は DPPCベシ
クルに PE脂質を混ぜた時に観察され，純粋な DPPCベシクルでは冷却時の固相
化でベシクルが潰れてしまい，観察されなかった． 
 この変形・分裂過程を定量化するために，観察データからベシクルの三次元
形状データを再構成する（図 18 A’-J’）．図 20の上段に，これにより得られた面
積 A，中段に体積V ，下段に温度T の時間変化を示す．初期の球状ベシクルは
A ≈ 840 µm2，V ≈ 2300 µm3  であり，それぞれ相対誤差は約 10 %である．温度
上昇後ベシクルは面積を増大させるが，体積はほとんど変わらず A ≈1060 µm2，
V ≈ 2400 µm3となった．その後ベシクルは不等割し，大きい娘ベシクルは
A ≈ 710 µm2，V ≈1800 µm3，小さい娘ベシクルは A ≈ 310 µm2，V ≈ 510 µm3と
なった．このことから，総面積と総体積は分裂によって保存されることが分か
る．ベシクルの温度を下げると，DPPCの炭化水素鎖の秩序化によって膜面積が
減少し，最終的にそれぞれ A ≈ 580 µm2，V ≈1300 µm3とA ≈ 240 µm2，
V ≈ 360 µm3へと変化し，孔形成による内包水の解放によって体積が約 28%減少
するが，総面積は初期の球状ベシクルと等しいことが分かる．興味深い点とし
て，親ベシクルから娘ベシクルへと分裂する際の 2つの球状ベシクルの面積比
は，連続した 3世代の実験結果でほとんど等しく，1回目の分裂で親ベシクルが
図 19 分裂した娘ベシクルの孔形成（もう一方の小さい娘ベシクルは三角で示されている）．
9.040 sのフレームにおいて矢印で示す場所に孔が形成されている． 
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7:3に分裂し，2回目の分裂で大きい娘ベシクルが 7:3に，小さい娘ベシクルが
7.3:2.7の比で分裂した(図 20)．ベシクルの幾何学的形状は ADE theory [14] にお
いて，reduced volumeと preferred monolayer area differenceによって定まり，これ
らのパラメータはベシクル組成によって変化する．従って，この結果は，ベシ
クル分裂を通じて，親ベシクルの持つ組成が娘ベシクルに等しく受け継がれて
いるという仮定をサポートする根拠となる．よって，このベシクル分裂は幾何
学的に再帰性を保つ． 
  
 図 21に三次元形状データから得たreduced volume vとmonolayer area difference 
Δaによって，変形・分裂過程を特徴づけるパスウェイを3つのベシクル（V1-3）
について (v, Δa)  ダイアグラム上に示した．これらのパスウェイは (v, Δa) = (1,1)
の球状ベシクルを出発しreduced volumeを減少させながらlimiting shapeへと到達
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図 20 温度サイクルにおける二
成分ベシクルの膜表面積（上図），
体積（中図），温度（下図）の時間
変化．上図と中図の間の A-Jは図 1
に示す形状と対応している．塗り
つぶしと白塗りのデータ点は最初
の分裂後の大きい娘ベシクル，小
さい娘ベシクルと，それぞれの娘
ベシクルを表す．上・中図には加
熱と冷却による相対的な面積と体
積の変化を示している． 
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する．V3のベシクルは図18にスナップショットで示したベシクルと同一で，三世
代（G1, G2a, G2b, G3）に渡る分裂を示している（G2a，G2bはそれぞれ，G1で
生まれた大きい娘ベシクルと小さい娘ベシクルであり，3回目の分裂に関しては
最も大きい孫ベシクルのみが解析可能であった）．図 21上に示されたO, P, Lの曲
線はそれぞれoblate, prolate, limiting shapeの分岐を示している．それぞれの分岐
0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 10.70.65
v
1
1.3
1.4
1.5
1.2
1.1
∆a
V1
V2
V3-G2a
V3-G2b
V3-G3
V3-G1
O
P
L
G3G1 G2a
図 21 3つの DPPC/DLPEベシクル（V1, V2, V3）の  ダイアグラム上の形状変化過
程（ の球状ベシクルから形状変化が始まる）．ベシクル V3 については第一
（G1）から第二（G2a, G2b），第三（G3）世代までの分裂を示す．曲線 O, P, Lはそれぞれ
oblate，prolate，limiting shapeの分岐を示している．上図はベシクル V3における娘ベシクル
G1，孫ベシクル G2a，ひ孫ベシクル G3の分裂時の顕微鏡画像．スケールバーは 10 ． 
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はADE energy [14,27] 
 
 
WADE =κ
1
2 (2H )
2 dA + 12Ah2
κ r
κ
(ΔA − A0 )2!∫⎡⎣⎢
⎤
⎦⎥
  (76) 
を最小化することで決定される．ここでκ rは非局在曲げ弾性係数である．第二
項は一分子膜の膜面積差が至適膜面積差ΔA0  からずれることによって生じる非
局在曲げ弾性エネルギーを表している．至適膜面積差ΔA0は 
 ΔA0 = N + aPEφ+ + aPC(1−φ+ )⎡⎣ ⎤⎦ − N − aPEφ− + aPC(1−φ− )⎡⎣ ⎤⎦   (77) 
によって与えられる．ここでN + , N −はそれぞれ外膜と内膜の分子数であり，φ+ , 
φ−は外膜と内膜に分配された DLPEのモル分率である．また，aPE  , aPCはそれ
ぞれ DLPE と DPPC の単分子断面積である．このように，至適膜面積差は内外
膜を構成する脂質の構成によって定まる，自然な膜面積差である．図 21 を見る
と，全てのパスウェイにおいて球状 GUVは最初に oblateの分岐 Oに従いながら
変形を始めていることが分かる． vが 0.9 付近になるとパスウェイはそれぞれ
prolateの分岐 Pへとジャンプする．ADE theoryによれば，この転移は非連続に
起こるが，実際のベシクルでは，小さいが有限な vの範囲(0.90～0.85)にかけて
中間的な形状を経ながら変形する．この oblate-prolate 転移の後，ベシクルはし
ばらく prolateの分岐 Pに沿いながら幾何学的に limiting shapeを取ることが可能
な最低の reduced volume v = 1/ 2  まで変化する．多くのパスウェイではベシク
ルは reduced volumeが1/ 2より大きい時点で limiting shapeに到達し，不等割を
示している．この転移も先程と同様本質的には非連続であるが，中間的な pearlike 
shapeを経ながら行われている．第二世代，第三世代を含んだ全てのパスウェイ
を俯瞰してみると，全てのパスウェイは v >∼ 0.75までの範囲では 1 つのマスタ
ーカーブに非常に良く従いながら変形しているが，最後の転移はそれぞれ少し
ずつ異なった時点で引き起こされている． 
 この変形・分裂過程をコントロールする鍵となっているのは逆コーン型の PE
脂質の存在である．実際，今回観察されたような変形過程は PE 脂質を含んだ
GUV でしか見られない[39]．ここで逆コーン型脂質である DLPE の幾何学形状
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に注目する．PE脂質の自発曲率は egg-PC (egg-phosphatidylcholine)を含んだ二成
分の small unilamellar vesicle (SUV)と小さいモル分率の NBDラベルされた PE脂
質によって測定されており[40]，DLPE より長い炭化水素鎖を持つ 2 種類の PE
脂質での自発曲率は DMPE（14:0 PE）で−0.31nm−1， DPPE（16:0 PE）で−0.22 nm−1
である．DLPE（12:0 PE）の測定は成されていないため，ここでは上記の研究結
果に近しい値として自発曲率をHspPE = −0.3 nm−1．PE 脂質の持つ負の自発曲率は
DLPE の球状ベシクル二枚膜上の分布に非対称性を生み出していると考えられ
る．なぜならば，DLPEの分子は内膜に好んで分布することで，球状ベシクルの
持つ膜の曲率に応じた自発曲率C0  を生み出すためである．本研究で用いるもう
一方の脂質である DPPC はシリンダー型で自発曲率を持たないため，C0はHspPE
及び DLPEのモル分率の内外膜差Δφ = φ+ −φ−  に比例すると考えられる 
 C0 =αHspPEΔφ . (78) 
ここで，αは無次元の比例定数であり，DPPC（16:0 PC）と DLPE（12:0 PE）の
炭化水素鎖の長さの差などで決定される．この炭化水素鎖長の差から PE脂質は
DPPCの親水性頭部に埋まる形になり，DLPEによる自発曲率への寄与を小さく
し て い る と 考 え ら れ る ． こ こ で ， 私 は 観 察 さ れ た 変 形 過 程 を
area-difference-elasticity-spontaneous-curvature (ADE-SC) theory[17]によって説明す
る．ADE-SC modelにおける曲げ弾性エネルギーは 
 
 
WADE =κ
1
2 (2H −C0 )
2 dA + q2Ah2 (ΔA − ΔA0 )
2!∫⎡⎣⎢
⎤
⎦⎥
+κG K dA!∫  (79) 
によって与えられる．ここで， 
 q = κ r
κ
  (80) 
は，非局在曲げ弾性係数と局在曲げ弾性係数の比である．κGはガウス曲率げ弾
性係数であり，Kはガウス曲率である．ネックの切断などの起こらない（種数
の変わらない）変形に際しては，Gauss-Bonnetの定理からガウス曲率げ弾性エ
ネルギーの項は定数のため，無視しても良い．単純のために，T = 30°Cにおい
ては DLPEと DPPCの単分子断面積を等しい（aPE = aPC = a）と置く（実際の測
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定では，aPE = 0.51nm2  at 35°C , aPC = 0.479 nm2  at 20°C）．T = 30°Cにおける
renormalized preferred reduced monolayer area differenceは 
 
 
Δ !a0 =
(N + − N − )a
8πhR0
+ R0C02q = Δa0 +
R0C0
2q   (81) 
で与えられる．ここでR0 = Na / 4π は初期の球状ベシクル半径（step 1）を示し，
N = (N + + N − ) / 2とする．形状変化の軌跡は ADE-SC modelのパラメータである
 (v,∆ !a0 )  を用いて図 22 aのような相図上に表すことができる．ここで非局在曲
げ弾性係数と局在曲げ弾性の比はq = 3とした[15,16]．観察されたベシクル変形
の示す (v,∆ !a0 )の範囲には，理論相図上 3つの非連続転移が存在する．
stomatocyte-oblate転移Dsto/obl  ，oblate-prolate転移Dobl/pro，prolate-pear転移Dpro/pea
である．また，limiting shapeの境界は L  で示されている．これらの転移は ∆ !a0 (v)
の表す軌跡が相境界を跨いだ際に引き起こる．本実験では，prolate-pear転移に
引き続き速やかに limiting shapeへの転移が起こるため，正確な位置を判別する
ことは難しかったが，oblate-prolate転移は v ! 0.9  において，pear-limiting shape
転移は v ! 0.7 − 0.8の範囲で起こることが観察データから分かった．例えば図 21
のベシクルV3-G1ではoblateからprolateの転移は vobl/pro ! 0.88  ，pearから limiting 
shapeへの転移は vL ! 0.75  で起こる．これら 2つの reduced volumeを用いると，
図 22の相境界Dobl/proと L上 (v,∆ !a0 ) = (0.88, 0.89)および (0.75,1.8)に形状転移点
を得ることができる． 
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図 22 (a) ADE-SC model（非局在曲げ弾性係数と局在曲げ弾性係数の比 ）によって予
想される  平面上の相図．実曲線はそれぞれ stomatocyte-oblate ( ), oblate-prolate 
( )，prolate-pear ( )の不連続転移，limiting shapeの境界を示している．図 21で
示した観察された 6つの形状変化は oblate-prolate転移と liiting shapeにおけるデータ点を破線
で結んで示している．凡例には変形前の球状ベシクルにおける半径  を示す．太い曲線は
幾何モデルによる理論上の形状変化を示す．点線は対称な二枚膜を持つベシクルの推定形状
変化．(b)は  平面上の相図で式(87)の示す と の関係を強調している． 
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 この操作を（V1,V2,V3-G1,V3-G2a,V3-G2b, V3-G3）に対して行い，点線でそ
れぞれを繋ぐことで非常によく似た傾きを持つ 6つの ∆ !a0 (v)の軌跡を得た． 
 球状ベシクルから limiting shapeへの変形はε > 0を用いて，DPPCの単分子断
面積が炭化水素鎖のmeltingによりaからa(1+ ε )に変わるためであると表現でき
る．本研究では DLPEの melting温度 を跨ぐような温度変化は行っていな
いため，DLPEの単分子断面積は変わらないと考える．報告によれば脂質の幾何
学的形状による脂質組成の内外膜間の非対称性は小さなものでも脂質の形態変
化に大きな影響を与える[11, 34]．この二分子膜間の非対称性の影響を明らかに
するため，まず対称な膜（C0 = 0）について議論する．対称な膜の場合，炭化
水素鎖の melting後の preferred reduced monolayer area difference  Δ !a0s = Δa0  は 
 
Δa0 =
1+ ε(1−φ )⎡⎣ ⎤⎦(N + − N − )a
8π ′h 1+ ε(1−φ )⎡⎣ ⎤⎦
1/2 R0
= (N
+ − N − )a
8πhR0
1+ ε(1−φ )⎡⎣ ⎤⎦
3/2
  (82) 
と表される．ここでφ = (φ+ −φ− ) / 2である．また， ′h は melting後の膜厚を示し
ており，脂質膜の体積に非圧縮を仮定すると（ ′h = h / [1+ ε(1−φ )]），膜面積が大
きくなるほど小さな値を取る．ベシクル内包水の体積は観察によれば球状から
limiting shapeまで一定であるので，chain melting後の reduced volumeは次のよう
に表される 
 v = 1+ ε(1−φ )⎡⎣ ⎤⎦
−3/2
 ． (83) 
(82)と(83)を合わせると， (v,∆ a0 )上の形状変化の軌跡は 
 Δa0 =
Δa0ini
v   (84) 
と表される．ここで Δa0ini = (N + − N − )a / (8πhR0 )  は初期の規格化された reduced 
monolayer area differenceである．実験においてベシクルの温度を 30 °Cから 50 °C
に上昇させると，DPPC脂質の断面積は 30%増加し，reduced volumeは 1から 0.72
へ変わる．つまり，規格化された reduced monolayer area difference はΔa0iniから
Δa0ini / 0.72へ変わることになる．Δa0ini = 1の GUVを仮定すると，Δa0は 1.39に増
TmDLPE
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加する．この増加は，図 22 aと照らし合わせると，limiting shapeへ到達するに
は小さすぎることが分かる（limiting shapeへの変形には Δa0 >∼1.8が必要）．実
際，Appendix Aに示すように対称な膜を持つベシクルでは limiting shapeへの変
形は観察されない．従って，本研究のような非対称な膜が自己生産過程を見せ
るための説明として，preferred area differenceの増加を後押しするメカニズムを
明らかにする必要がある． 
 DLPEが二分子膜間で非対称に分布している時，chain melting後の Δ !a0は次の
ようになる 
 
 
Δ !a0 =
1
8πhR0
(N + − N − )a 1+ ε(1−φ ){ }3/2 − εNaΔφ 1+ ε(1−φ ){ }3/2⎡⎣ ⎤⎦ +
R0C0
2q v
−1/3 . 
   (85) 
ここで，reduced volumeは式(83)のように示されるので，式(83)と式(85)を合わせ
ると，形状変化の軌跡は (v, Δ !a0 )平面上で次のように表される． 
 
 
Δ !a0 =
1
v Δa0
ini − R02h
Δφ
1−φ (1− v
2/3)⎡
⎣⎢
⎤
⎦⎥
+ R0C02q v
−1/3   (86) 
便宜上， 22 aの軸を (v2/3, Δ !a0v)に変換しプロットし直したものを 22 bに示す
とと， Δ !a0vと v2/3に関して，次のような直線の関係が分かる 
 
 
Δ !a0v = Δa0ini −
R0
2h
Δφ
1−φ +
1
2h(1−φ ) +
αHspPE
2q
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
R0Δφv2/3 .  (87) 
ここでC0に対して Eq. 4の関係を用いた． 
 式(86)，(87)で表される形状変化の理論曲線（図 22 a，図 22 bの太線）は実験
データから得られた oblate-prolate転移と pear-limiting shape転移を繋いだ破線を
説明するように決定した．ここで，実験のセットアップからパラメータとして
h = 3×10−9m , φ = 0.2を与えると，この形状変化の理論曲線は Δ !a0ini = 0.5 , 
R0Δφ = −2.7 ×10−8mの値で球状ベシクルから limiting shapeへの変形を良く説明
する．この理論モデルと実験上の軌跡の差異は規格化された preferred area 
differenceの初期値 Δ !a0iniが調製されたベシクルごとに異なることから生じている
と考えられる．形状変化が limiting shapeに到達するためには，規格化された
preferred area reduced monolayer area difference Δ !a0が初期の値 Δ !a0ini ∼ 0.5から
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limiting shapeの境界 L（ Δ !a0 ∼1.8）まで増加する必要がある．この要求を満たす
ためには軌跡の傾きが重要になる．式(87)で表される非対称モデルによれば，こ
の傾きは R0Δφに大きく依存し，実験データに示される共通の傾きを実現するた
めには，全てのベシクルで R0Δφが等しい必要がある．ここで，Δφは通常無視
できるような小さい値であるのだが， R0 / 2hが GUVにおいて非常に大きな値
（ R0 / 2h ! 1800）を取るために，その影響が強調されることに注意する[11,34]．
従って，DLPEの小さな非対称分布が limiting shapeへの形状変化に大きな影響
を与えるのである．DLPE分子は初期の球状ベシクルにおいて，内膜により好ん
で分配され，相対的に外膜は DPPC richになり炭化水素鎖の meltingで内膜より
大きく面積を増加させる．理論モデルの軌跡 R0Δφ = −2.7 ×10−8m，R0 = 10 ×10−6m
から計算するとΔφ = −0.0027を得る．本研究では非対称モデルによる解析から 2
つの重要な結論を得た．第一に，膜の非対称の根拠として PE脂質の分布が非対
称である，つまりΔφ ≠ 0となる点，第二にモデルの理論曲線が Δ !a0ini ∼ 0.5という
初期値を持つことである．この形状変化のメカニズムは観察された全てのベシ
クルが類似のパスウェイで limiting shapeに至るという自己生産過程をよく説明
している． 
 これまで，自発曲率による脂質の非対称分布，すなわち lipid sortingは広く研
究されている[40,42-44]．これらの研究は，膜の曲率と脂質の自発曲率の間の連
携は弱く lipid sortingは半径が数ナノメートルの small unilamellar vesicle (SUV) 
でしか観察されないと示している．つまり GUVでは脂質の非対称分布は非常に
小さい．本研究は，このような非常に小さい DLPEの非対称分布が実験結果を
説明するためには必要であることを示した．Δφ = −0.0027という値はAppendix B
に示した lipid sortingのモデルとも合致している．しかし残念ながらこの小さな
差を実験的に測定することは，先行研究を見ても非常に難しい． 
 形状変化の理論曲線から得られる，他の重要な結論は親ベシクルと分裂した
娘ベシクルが Δ !a0ini ∼ 0.5という値を持ち， R0Δφが全てのベシクル，全ての世代
において一定である．この結論はベシクルの再帰的な分裂過程を保証している．
この再帰性を解明するために，温度サイクル後の娘ベシクルのΔa0を見積もって
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みる．ここでは単純のため，ベシクルが等しい大きさの 2つの娘ベシクルに分
裂する等割過程を考えることにする．初期の親ベシクルはT = 30°C（step 1）で
半径R0であり，preferred reduced monolayer area differenceΔ !a0(1) = 0.5，膜組成の非
対称性はΔφ (1) = −0.0027であるとする．ここで，ベシクルは分裂において膜組成
Δφ (1)を保つ，つまり内外膜間の脂質交換は行われないと仮定すると，娘ベシク
ル（step 4）ではΔ !a0(4)nle = Δ !a0(1) / 2 = 0.35，Δφ (4)nle = −0.0027となる．これらの値
は実験の結果 Δ !a0(4)exp ≅ 0.5，Δφ (4 )exp = 2Δφ (1)exp = −0.0038とは一致しない．この
不一致は内外膜間の脂質の交換が行われていることを示唆しており，自然な考
えとして冷却時における孔形成を通じて，それが行われていると推察できる（図 
23）．この時，外膜と内膜は孔の縁を通じて連結しており，分子膜間の脂質移動
によって外膜と内膜の間の化学ポテンシャルを平衡化する．この縁を通じた脂
質移動はコーン型とシリンダー型の二成分ベシクルにおいて観察されている
[45]．この二成分ベシクルに同様の温度サイクルを課すと，DPPCの炭化水素鎖
の melting温度以下で 1つの孔を形成する．孔形成の間，二成分 GUVは孔の縁
（トーラス状）をコーン型脂質で包むようにカバーする．これは，外膜と内膜
の間で化学ポテンシャルの差に応じた脂質の移動が幾何学的に可能であること
を示している． 
 ベシクルの分裂過程において孔形成は，ほとんどの DPPCが固相に，ほとん
lipid exchange
water release
heating cooling
1 2 3 4pore formation
図 23 孔形成を含む step1-4における，ベシクル形態変化の概略図．孔形成時，脂質は孔の縁
を通じて再分配される． 
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どの DLPEが液相にある，固液共存相で生じる．従って，液相における majority
な DLPE，minorityな DPPCが孔の縁を通って外膜と内膜の化学ポテンシャルを
平衡化するために移動することができる．しかし，脂質の移動が娘ベシクルの
化学ポテンシャルを完全に平衡化したとすると，娘ベシクルは計算上
 Δ !a0
(4)eq ≅ 1.0，Δφ (4 )eq = −0.0047を持つことになる（Appendix B）．この不一致は孔
の寿命の短さから，縁を通じた平衡化が不完全に終わっていることを示唆して
いる．preferred monolayer area differenceの脂質交換の無い場合との差を実験値と
平衡値で比較すると，
 (Δ !a0
(4)exp − Δ !a0
(4)nle ) / (Δ !a0
(4)eq − Δ !a0
(4)nle ) = (0.5− 0.35) / (1.0− 0.35) = 0.2  となり，実験で
は平衡化の 20%ほどしか進行していないことが分かる．ここで孔の縁を通じた
脂質交換を膜分子の拡散の観点から見積もってみる．リン脂質の液相での拡散
係数は 7 ×10−12 m2 /sであるため[46]，典型的な孔の寿命が 1秒であることから平
均の拡散距離は約 5 µmである．つまり，縁から5 µmの範囲にある全体の表面
積上の約 12%の脂質が，孔の開いている間に縁を通じて拡散できる．この割合
はおおよそ平衡化の値 20%と一致している．孔の縁を通じた脂質の交換は単純
な拡散を化学ポテンシャルの差によって後押ししていると考えられる．実験に
よって決定された値である R0Δφ ≈ −2.7 ×10−8 mと式(87)を合わせると，式(78)で
導入された無次元係数は α = 0.5と見積もられる（Appendix B）．これは短鎖の
DLPE（12:0 PE）が長鎖の DPPC（16:0 PC）とマトリックスを形成し，DLPEの
持つ自発曲率H spDMPE = −0.3 nm−1の影響を減衰させるという考え方からしても妥
当である． 
 この孔を通じた脂質移動の平衡化の制限によって形状変化の軌跡は完全に再
帰的なものからずれていくことを述べておく．なぜならば，平衡化に寄与する
脂質の割合はベシクルのサイズに依存しているためである．半径が約10 µmの
ベシクルでは，脂質の安定化は完全な平衡の約 20%で止まってしまうが，この
割合はベシクルサイズが小さくなるほど増加し，最終的には 100%の平衡化，つ
まり Δ !a0ini = 1.0に到達する．従って，世代を経るごとに Δ !a0iniは 1.0に近づいてい
く．実際の実験結果においても，図 24のように Δ !a0iniは球状ベシクルの半径 R0が
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小さくなるに従って増加することが分かっており，本研究のモデルと合致して
いる． 
 
 最後に，limiting shape から娘ベシクルに分かれる際のネックの切断について
議論する．単成分のベシクルにおいては，温度変化や浸透圧変化などの外部刺
激によって limiting shapeへの形状変化が起こることが知られている．しかし，
この細いネックは自発曲率によって安定化されているため[28]，切断は難しい
[27]．一方，多成分のベシクルにおいては，より容易に分裂が観察される[47,48]．
二成分ベシクルの自由エネルギーを解析すると，minor成分の脂質が大きなガウ
ス曲率を持つ領域に局在することを好む場合において，ガウス曲率に応じた脂
質の局在が細いネックを不安定化し，ベシクルの分裂を後押ししていることが
示されている[33]．本研究の実験系においても，DLPEを加えることが，ベシク
ルのネック切断の鍵となっている．従って，DLPEの存在が，このネックを不安
定化させていることが推察される． 
 このガウス曲率と PE脂質の局在分布を DPPC/DLPE二成分系において調べる
ために，私は蛍光物質のタグ付けされた PE脂質（Acyl 12:0 NBD PE）を用いて，
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図 24 ベシクル半径 と初期の規格化された preferred reduced 
monolayer area difference の関係 
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PE脂質の分裂における局在の可視化を試みた．DPPC/DLPEベシクルの 1 mol %
の Acyl 12:0 NBD PEを混ぜたベシクルは，温度サイクルを課すことで同様の変
形・分裂過程を見せたが，明らかな PE脂質の局在を検出するまでには至らなか
った．本研究の実験技術では空間・時間分解能が限られていることが原因であ
ると考えられ，これは将来の研究において改善する予定である． 
 
4.4 CONCLUSION 
シリンダー型脂質である DPPC に単に逆コーン型脂質の DLPE を加えたシンプ
ルな二成分 GUVに対し，温度サイクルを課すことで見られる変形・分裂過程か
らベシクルの自己生産過程の本質的なメカニズムを明らかにした．この系にお
ける PE脂質の役割を明らかにするために，本研究では形態変化の定量的な三次
元解析を行い，この変形過程は（1）DLPE の二分子膜間の非対称分布，（2）冷
却時の孔形成を通じた DLPE の再分配，の 2 つが鍵となっていることを明らか
にした． 
 DLPE の非対称分布は球状から limiting shape へのベシクル変形に必要不可欠
である．DLPE脂質の持つ逆コーン型の形状は，二分子膜の内膜をより好むよう
に分布し，これが変形過程における reduced volumeの減少に伴った preferred area 
differenceの増加に寄与し，limiting shapeへの変形を実現している．GUV二分子
膜における DLPEの非対称分布はΔφ = −0.0027と非常に小さいが，この項の影響
がベシクルサイズと膜厚の比によっておよそ 1000倍に強調されることで，ベシ
クルの形状変化に重要な役割を果たす．また，変形・分裂過程における DLPE
の再分配はベシクルの状態をリセットするために必要であり，それは冷却によ
る孔形成時に行われると考えられる．孔形成の間，脂質は内外の分子膜間で移
動が可能になり曲げ弾性エネルギーを最小化するように動く．この初期化過程
によってベシクルは再帰的な分裂を可能にする．この再帰性は内外膜間の脂質
移動が自由エネルギーの最小化を目指して起こることで推進される，非常に興
味深い機構である． 
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 二分子膜間における小さな非対称性が膜変形に大きな影響を与えることが分
かった．脂質やタンパク質の分配経路は細胞小器官の恒常性における中心であ
り，脂質の自発曲率に応じた非対称分布，lipid sortingはこれまでも広く研究さ
れている．これらの研究は膜の曲率と脂質の自発曲率の相互作用は弱く，lipid 
sortingは半径数ナノメートルの small unilamellar vesicleでしか観察されないこと
を示している．Lipid sorting モデルにおける GUV の膜分子非対称性は10−3のオ
ーダーであると予想されるが，これは本研究の観察結果であるΔφ = −0.0027と一
致している．この小さい組成比の非対称は本研究で観察された形状変化と再帰
性を保証している．つまり，膜の曲率と PE脂質の分布が自発的に組み合わさり，
観察された変形・分裂・初期化過程を担っていると言える． 
 加熱と冷却による温度サイクルをベシクル分裂の手法として用いることはい
くつかの優位性を持つ．まず，その速度によって実験過程における一世代は数
分以内で観察され，一度に多くのベシクルを扱うことができるようになる．さ
らに，自己生産過程が温度サイクルの加熱・冷却速度にあまり影響されないと
いう点でロバストであると言える．もし膜に対する安定な脂質供給系を組み込
むことができれば，親ベシクルが自身と同じ大きさの 2つの娘ベシクルを生み
出す系の設計に応用可能である．期待としては，それらの供給レートと温度サ
イクルのコントロールにより，ベシクルの等割過程を促進するような系を設計
し，この，より完璧な自己生産系に近づくことができると考える．他の興味深
い挑戦としては，本研究の解析手法を報告されている自己生産系（oleic acid/olate 
vesicles[6], membrane molecule/catalyst vesicles[4,10]）に応用することである．こ
の試みは，ベシクルの自己生産過程における膜分子供給の役割を明らかにする
であろう． 
 もちろん，この温度サイクルと孔形成が初期の細胞増殖に必要不可欠である
とは現段階で言えない．しかし，本研究はこのプロセスの一分となる増殖過程
の物理的メカニズムを明らかにし，原始的な制御ネットワークのようなものが
膜の曲率に応じた脂質の非対称分布を形成することで，ADE-SC modelに従うよ
うな細胞の再帰的な分裂を生じさせたと考えられることを示した．本研究のモ
 66 
デルベシクルは膜の order-disorder転移と孔形成によって膜分子分配の非対称性
を調製している．ここで用いたベシクル自己生産の物理に対する詳細な定量的
観察は，今後より体系的に探られると期待される． 
 
4.5 APPENDIX A 
4.5.1 Shape deformation of vesicle with symmetric bilayer 
二分子膜間に対称な組成を持つ GUVの形状変化を観察するために，DLPEを
DLPC (TmDLPC = −2 °C )に置き換えたサンプルで実験を行った．DPPCと DLPCは
共にシリンダー型の脂質で，内外膜の区別なく分配される．本研究では
DPPC/DLPC/cholesterolの三成分ベシクルを調製した．Cholesterolは低温状態
（ 30 °C）における DPPC-DLPCの相分離を防ぎ，相分離におけるベシクルの
multiple budding [49]を防ぐ役割がある．Cholesterolはリン脂質の分配には影響を
与えないことを示しておく[50]．実際 DPPC/DLPE/cholesterol=8:2:2で調整された
ベシクルは本研究で用いたような DPPC/DLPE=8:2の GUVと同様の分裂過程を
示す． DPPC/DLPC/cholesterolの三成分ベシクルの 30 °Cから 50 °Cの温度変化
における変形過程を図 25に示す．球状の GUVは最初に prolate形状へ変化し，
その後 oblate形状へ変化するが，limiting shapeへの形状変化は観察されず，ベシ
クルの分裂は起こらない．これにより脂質の非対称分布が，観察された limiting 
shapeへの形状変化を担っていることが確かめられた． 
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4.6 APPENDIX B 
4.6.1 Lipid sorting of binary vesicle in the solid-liquid coexisting 
phase 
逆コーン型の DLPEとコーン型の DPPCで構成された，内膜の中立面が半径
R − h / 2，外膜の中立面が半径 R + h / 2の GUVを考える．DLPE分子は単分子断
面積aPEと自発曲率H spPEを持ち，DPPC分子はaPC，H spPC = 0を持つ．脂質分布の
リラックスは冷却の孔形成時に起こり，この時ベシクル膜は固相リッチの DPCC
と液相リッチの DLPEで形成されている．DPPC/DLPE=8:2の二成分ベシクルの
main-chain transition temperatureは 39 °Cだが[11]，図 18に示されるように，共焦
点顕微鏡では 30 °Cにおいてドメインは観察されず，極微小サイズのドメインを
形成していると考えられる．膜の厚さは 3 nmであるため，この極微小の固相ド
メインは孔の縁を通っての内外膜間の移動は出来ないと考える．つまり孔が開
いている間，液相にある脂質のみが二分子膜の間で再分配され，ベシクルの自
由エネルギーを下げる．従って，液相においては少数の DPPCしか移動できな
D
P
P
C
/D
L
P
C
/c
ho
l.
heatingÛ& 50˚C
図 25 DPPC/DLPC/cholesterol=8:2:2 の三成分 GUV の から への温度変化による
形状変化．スケールバーは 10 ．抽出されたリラックス形状は上記した三次元画像解析に
よって得た． 
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い．簡単のため，ここでは DPPCと DLPEの液相における単分子断面積を aとす
る．内外膜間の脂質の流れは化学ポテンシャルの差によって決まる．DPPC分子
は 
 S = NPCliqkB ln
A(1−ψ )
a − lnNPC
liq −1⎛⎝⎜
⎞
⎠⎟   (B1) 
のエントロピーを持つ．ここで Aは膜表面積，NPCliqは液相の DPPC分子の数，ψ
は固相の面積分率である．外膜と内膜に存在する DPPC 分子の化学ポテンシャ
ルは（µPC,liquid） 
 µPC,liquid
± ≅ µ0,liquid
± + ln A
± (1−ψ )
a
(kBT = 1)
， (B2) 
ここで，µ0は曲げ弾性エネルギーを含む DPPC 単分子の相互作用エネルギーで
ある．平衡において，化学ポテンシャルの釣り合いから 
 ΔµPC,liquid = ΔµPC,liquid
+ − ΔµPC,liquid
− = 0   (B3) 
単分子あたりの曲げ弾性エネルギーは外膜と内膜それぞれで以下のように与え
られる 
 
 
wb± =
!κ
2 (2H
± −C0± )2a． (B4) 
ここで !κ =κ / 2kBT は一分子膜の曲げ弾性係数で，内外膜では小さな組成比の差
しかないことから，等しい値を持つと考える．また，H ± = 1/ (R ± h / 2)は内外膜
の平均曲率であり，C0± = ±αH spPEφ ±は内外膜の自発曲率である．µ0に含まれるエ
ネルギーのうち，内外膜で異なるのは曲げ弾性エネルギーであるため，ΔµPC,liquid
は以下のように与えられる 
  
ΔµPC,liquid =
!κ
2
2
R + h / 2 −αH sp
PEφ+⎛⎝⎜
⎞
⎠⎟
2
a − !κ2
2
R + h / 2 +αH sp
PEφ−⎛⎝⎜
⎞
⎠⎟
2
a + ln A
+
A−
≈ !κ hR3 +
αH spPE
R φ
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
(4 +αH spPERΔφ)+ ln
A+
A− = 0.
 (B5) 
  
H spPE (= −0.3 nm−1) ≈1/ h であることから，第二括弧内の脂質組成の差 Δφ は
 RH sp
PE ∼ R / h ∼ 3600倍に増幅される．したがって，内外膜間の脂質の流れは二分
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子膜の非対称性によって決定される． !κ = 135（二分子膜の曲げ弾性係数は 30 °C
で270kBT である[51]）， R = 10µm， h = 3 nm， (φ+ +φ− ) / 2 = 0.2，a = 0.48nm−1を
用いると，α = 1でΔφ = −0.0018，α = 0.5でΔφ = −0.0048となる．これらの値は
実験から得られたΔφ = −0.0027と近い．従って本研究の GUVにおける DLPEの
非対称分布は lipid sorting modelと一致していると言える．半径 R = 10µmのベシ
クルでの脂質交換は 20%ほどで止まるため．実験値Δφ = −0.0027は無次元定数
α = 0.5とすると妥当な値である． 
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第 5章
ベシクルの分裂
 
 
5.1 INTRODUCTION 
第四章では，ベシクル自己生産における球状ベシクルから limiting shapeまでの
形状変化を逆コーン型脂質である PE脂質の非対称分布に着目し，モデル化した．
しかし，通常 limiting shapeにおける 2つの球状ベシクルを繋ぐ細いネックは理
論的にはカテノイドを成しており，平均曲率が 0 であると考えられている．従
って，膜のもつ曲げ弾性エネルギーは 0 であり，その一方でベシクルが 2 つに
分裂すると，曲面のトポロジーにおける種数が増加することにより，ガウス曲
率エネルギーが 2 倍になることから，ネックは安定であると考えられる．実験
的にも単成分ベシクルでは limiting shapeへの形状変化が観察されたとしても，
ネックが自然に分裂するという研究結果はほとんどなく，limiting shape の半径
比を変えることで換算体積 vや膜面積差Δaを変化させたり[30]，ネックが伸張す
ることで 2 つの球状ベシクルが細いチューブで繋がった形状へ変形したりして
しまう．バクテリアの細胞分裂においては，膜タンパク質である FtsZ形成する
Z-ringが収縮するという外力によって膜の分裂が引き起こる．ベシクルの分裂に
おいてもずり応力などの外力を加えることで分裂させるという手法があるが[5]，
より原始的で prebiotic な環境における，膜タンパク質のような複雑な生体高分
子を必要としない，自己生産ベシクルを構成する脂質の性質を利用することで
機能する分裂メカニズムを考えることは，生命起源や合成生物学における
protocellにおいて重要である． 
 DPPC/DLPEの二成分ベシクルは，温度上昇によって球状から limiting shapeに
変形するが，温度降下によって可逆的に球状ベシクルに戻るのではなく，完全
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に 2 つのベシクルに分裂することが観察される．単にベシクルの膜面積を増加
させる系では 2 つの球状ベシクルに完全に分裂したのか，あるいは顕微鏡で観
察できないほどの大きさの細長いチューブ状のネックによって繋がっているの
か，の判別は難しい．その点で DPPC/DLPE二成分系は，明らかな非可逆的変化
を観察できるという点で，2つの球状ベシクルへの分裂を保証していると言える．
しかし，単成分系では観察されない自然なネックの分裂が，なぜ DPPC/DLPE二
成分系において観察されるかは，まだ説明できていない．このメカニズムを明
らかにすることは，生命の本質的機能としての自己生産ベシクルの研究に必要
不可欠である． 
 本研究では，脂質分子のもつ自発曲率が，ネックの持つ負のガウス曲率に応
じて局在的に分布することを，曲げ弾性エネルギーと分子シミュレーションの
観点から調べ，この局在化と，二成分の脂質のガウス曲率弾性係数の差が limiting 
shapeの自由エネルギーを分裂後の 2つの球状ベシクルの自由エネルギーよりも
大きくさせることで，分裂を引き起こすことを示す．  
 
5.2 Theory of Fission for Two-Component Lipid Vesicle 
(Chen et al. 1997) 
二成分ベシクルにおいて，外膜と内膜を一枚膜とみなした時の分裂理論は 1997
年に Chen らが論文で報告している[33]．このモデルにおいてはベシクルの全自
由エネルギー Φ[Ω]を， 
 Φ[Ω]= E[Ω]+ ΣA[Ω]− PV[Ω]+ µ dAφ(r)
Ω∫   (88) 
と表す．ここでベシクルの全表面をΩベシクルの自由エネルギーを E[Ω] , 膜表
面積 A[Ω] , 内包する体積V[Ω]，局所的なマイナー脂質の脂質組成を表す面積分
率φ(r)  とする．また，Σ  , P  , µはそれぞれ面積，体積，脂質組成に拘束条件
を与えるラグランジュの未定乗数である．二成分ベシクルにおけるE[Ω]は， 
 
E[Ω]= κ2 dA[c1(r)+ c2 (r)− c0 ]
2 +κG dAΩ∫ c1(r)c2 (r)Ω∫
+ λ dA
Ω∫ c1(r)c2 (r)φ(r)+
t
2 dAφ
2 (r)
Ω∫
 (89) 
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によって与えられる．ここで c1(r)，c2 (r)は膜表面の局所的な主曲率，c0はベシ
クル膜の持つ自発曲率，κ は曲げ弾性係数，κGはメジャー脂質のガウス曲率弾
性係数であり，λはマイナー脂質のガウス曲率弾性係数κGminorとメジャー脂質の
曲げ弾性係数の差 λ =κGminor −κGであり，マイナー脂質が正の大きなガウス曲率
をもつ領域に局在する場合λ < 0  となる．また，tは温度を表し今回考える一様
相では t > 0である．式(88)の全自由エネルギーをφ(r)に着目し最小化すると，
∂Φ[Ω] / ∂φ(r) = 0から 
 
∂Φ[Ω]
∂φ(r) =
∂E[Ω]
∂φ(r) + µ dAΩ∫
= λ dA
Ω∫ c1(r)c2 (r)+ t dAφ(r)Ω∫ + µ dAΩ∫
= dA
Ω∫ φ(r)+
λc1(r)c2 (r)+ µ
t
⎡
⎣⎢
⎤
⎦⎥
= 0
 (90) 
従って 
 φ(r) = − λc1(r)c2 (r)+ µt  (91) 
が得られる．φ(r) ≥ 0であることから，limiting shapeのベシクル表面Ω1には，φ(r)
が式(91)に従って分布する領域 ′Ω1 ( c1(r)c2 (r) ≥ −µ / λ )と，ガウス曲率が大きな
負の値をもつ limiting shapeのネック付近では，正のガウス曲率を好むマイナー
脂質が排除されφ(r) = 0となる領域 ′′Ω1 ( c1(r)c2 (r) < −µ / λ )が存在すると考えら
れる．従ってφ(r)の分布を 
 φ(r) = −[λc1(r)c2 (r)+ µ] / t, r ∈ ′Ω10, r ∈ ′′Ω1
⎧
⎨
⎩
 (92) 
とし，半径aの細いネックをもつ limiting shapeの全自由エネルギーを計算する． 
式(88)の第四項は 
 
µ dAφ(r)
Ω1∫ = −
µλ
t dAc1(r)c2 (r)Ω1∫ −
µ2
t dAΩ1∫ − µ dA −
λc1(r)c2 (r)+ µ
t
⎡
⎣⎢
⎤
⎦⎥′′Ω1∫
= − 4πµλt −
µ2
t A[Ω1]+ dA
µλc1(r)c2 (r)+ µ2
t
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥′′Ω1∫
 (93)
 
式(89)の第三項は 
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λ dA
Ω1∫ c1(r)c2 (r)φ(r) = −
λ 2
t dAΩ1∫ c1
2 (r)c22 (r)−
µλ
t dAΩ1∫ c1(r)c2 (r)
+ dA λ
2c12 (r)c22 (r)+ µλc1(r)c2 (r)
t
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥′′Ω1∫
= − λ
2
t dAΩ1∫ c1
2 (r)c22 (r)−
4πµλ
t
+ dA λ
2c12 (r)c22 (r)+ µλc1(r)c2 (r)
t
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥′′Ω1∫
 (94) 
式(89)の第四項は 
 
t
2 dAφ
2 (r)
Ω1∫ =
λ 2
2t dAc1
2 (r)c22 (r)Ω1∫ +
µλ
t dAc1(r)c2 (r)Ω1∫ +
µ2
2t dAΩ1∫
− dA
′′Ω1∫
λ 2c12 (r)c22 (r)− 2µλc1(r)c2 (r)+ µ2
2t
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥
= λ
2
2t dAc1
2 (r)c22 (r)Ω1∫ +
4πµλ
t +
µ2
2t A[Ω1]
− 12 dA′′Ω1∫
λ 2c12 (r)c22 (r)− 2µλc1(r)c2 (r)+ µ2
t
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥
 (95) 
となる．それぞれの式変形にはガウス・ボネの定理を用いた．式(93)から(95)を
まとめると 
 
µ dAφ(r)
Ω1∫ + λ dAΩ1∫ c1(r)c2 (r)φ(r)+
t
2 dAφ
2 (r)
Ω1∫
= − 4πµλt −
µ2
2t A[Ω1]+
1
2t dA[λ
2c12 (r)c22 (r)+ 2µλc1(r)c2 (r)+ µ2 ]′′Ω1∫
= − 4πµλt −
µ2
2t A[Ω1]+
1
2t dA[µ + λc1(r)c2 (r)]
2
′′Ω1∫
 (96) 
を得る．従って，limiting shapeの全自由エネルギーは次のように表される： 
 
Φ[Ω1]= 4π ′κG + ′Σ A[Ω1]− PV[Ω1]+
κ
2 dA[c1(r)+ c2 (r)− c0 ]
2
Ω1∫
− λ
2
2t dAc1
2 (r)c22 (r)Ω1∫ +
1
2t dA[µ + λc1(r)c2 (r)]
2
Ω1′′∫
 
 (97)
 
ここで ′κG =κG − µλ / t， ′Σ = Σ − µ2 / 2tである．一方，半径 R1と R2の 2つの球に
分裂した時の自由エネルギーは  
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Φ[Ω2 ]= 8π ′κG + 4π ′Σ (R12 + R22 )−
4
3πP(R1
3 + R23)
+ 2πκ [(2 − c0R1)2 + (2 − c0R2 )2 ]− 2π
λ 2
t (R1
−2 + R2−2 )
  (98) 
で与えられる．式(97)と(98)から，ベシクルの分裂条件は 
 ΔΦ = Φ[Ω1]−Φ[Ω2 ]> 0   (99) 
で与えられ，曲率によるエネルギーと脂質の不均一性の競合によって決定され
る． 
 式(97)と(98)で与えられるベシクルの分裂直前と直後の自由エネルギーを比較
するために，limiting shapeの試験的形状を 
 sinΘ = rRi
+ a 1r −
1
Ri
⎛
⎝⎜
⎞
⎠⎟
, i = 1, 2   
で与える． rは limiting shape の回転対称軸から測ったベシクル膜までの半径で
あり，Θは半径 rで表されるベシクル膜の接線と半径の直線が成す角度である
（図 26）． 
 
 
  
図 26 ベシクル分裂前の limiting shape 
(a)と分裂後の球状ベシクル(b)．limiting 
shapeの回転対称軸を z軸として取り，z
軸からの距離 でベシクルの膜位置を表
す．z 軸からの垂線に接するベシクル膜
の接線をとの角度を と置く．limiting 
shapeは において，半径  のキャ
ップと接続しており，ネック部分は
である． 
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 この二枚膜モデルを用いて，第四章における DPPC/DLPE 二成分ベシクルの
limiting shape と分裂後の自由エネルギーその差を計算し，分裂を議論する．自
由エネルギーの計算を行うためのパラメータとして，シリンダー型脂質の曲げ
弾性係数κ cyl はいくつかの脂質に対する実験により DMPC で  
( )[52], 無秩序相の DPPC で  ( )[51,53]と見積もられ
ている．逆コーン型脂質の二枚膜の曲げ弾性係数 は DPhPC で  
( ) [54]と見積もられている．簡単のため，今回の計算ではこれらの弾性
係数を等しいκ cyl =κ ic = 40kBT と考える．二つの等しい球状ベシクルへの分裂を
考え，半径 R1 = R2 = R = 100 , a = 0.05とした．その他のパラメータとして，膜弾
性エネルギーとの競合のオーダーを考慮し， ′Σ = 1.0 , P = 0.05 , µ = −2 ×104  
t = 105とした．ガウス曲率弾性係数κGを 0 と置き，脂質分子形状の差により生
じるガウス曲率弾性係数の差 λを変化させながら自由エネルギー差 ΔΦを計算
することで，図 27 のグラフを得た．この図から，ガウス曲率弾性係数の差がお
大きくなりλが小さくなるに従って，分裂後の形状が安定になることがわかる． 
 しかし，二枚膜を一枚膜と見なすこのモデルでは，ミクロスコピックな脂質
分子形状がもたらすガウス曲率弾性係数の差がλというメゾスコピックなパラ
メータの中で表されており，分子形状がもたらす分裂への影響を顕わには示せ
ない．また，膜の分裂は外膜と内膜で同時に起こるのではなく，内膜のみが先
に融合し，外膜は繋がったまま残る hemifusion 状態を経て行われると考えられ
る．したがって，次節では，分子形状を明に表すパラメータを導入し，外膜と
内膜を別々に扱い，特に hemifusion状態で細い stalkとして残る外膜について自
由エネルギーを計算することで分裂を議論する． 
1.3×10−19 J
~ 30 kBT 2.0 ×10−19 J ~ 50 kBT
κ ic 1.2 ×10−19 J
~ 30 kBT
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5.3 逆コーン型脂質の自発曲率を取り入れた自由エネルギ
ー計算
前節ではベシクルの二分子膜を一枚膜として捉えた，BC modelに基づくモデル
化によって自由エネルギー計算を行っている．しかし，前章でも述べたように
逆コーン型ベシクルの形状はベシクルの外膜に分配された場合と内膜に分配さ
れた場合で，曲げ弾性エネルギーに対する寄与が異なる．従って本研究で用い
た DPPC/DLPE二成分ベシクルにおける PE脂質のような逆コーン型脂質の形状
とガウス曲率弾性の関係性を調べるためには，それぞれの一分子膜についてベ
シクルの自由エネルギーを計算する必要がある．外膜(+)と内膜(-)に対して計算
された自由エネルギーは式(88)から次のように変更される： 
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0.0
図 27 二成分ベシクルを一枚膜として見たときの，分裂前の limiting shapeと分裂後の 2
つの球状ベシクルの自由エネルギー差 と，ガウス曲率弾性係数 との関係 
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 Φ = E+ + E− + ΣA − PV + µ+ dAφ+ (r)∫ + µ− dAφ− (r)∫  (100) 
外膜の曲げ弾性エネルギーE+と内膜の曲げ弾性エネルギーE−はそれぞれ 
 
 
E± = 12
κ m,cylκ m,ic
κ m,cyl (1−φ ± )+κ m,icφ ± (c1
±(r)∫ + c2±(r)∓ c0 )2dA±
+κGm,cyl c1±(r)c2±(r)∫ dA± +λ c1±(r)c2±(r)φ±(r)∫ dA±
+ t2 [φ
±(r)]2∫ dA±
 (101) 
によって表される．ここで，ci± (r)  (i=1,2)はそれぞれの一分子膜の局所的な主局
率である．またκ m,cyl , κ m,icはそれぞれシリンダー型脂質と逆コーン型脂質の一
分子膜の曲げ弾性係数であり，κ m, cyl =κ m, ic =κ cyl / 2 =κ ic / 2とした．また，二成
分膜の曲げ弾性係数の合成として逆コーン型脂質のモル分率φ ±を用いて曲げ弾
性係数を逆数の平均を取る近似を用いた．逆コーン型脂質によって分子膜に生
じる自発曲率の方向が外膜と内膜で異なるためベシクル膜の自発曲率 c0の前の
符号は外膜と内膜で正負が反転することに注意する．ベシクル膜の自発曲率 c0
は外膜と内膜の逆コーン型脂質の自発曲率H spic  とモル分率の差Δφによって， 
 c0 = H spicΔφ  (102) 
で与えられる． 
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 ベシクルのガウス曲率弾性係数について，一枚膜モデルと二分子膜モデルの比
較から，二分子膜のガウス曲率弾性係数κGと一分子膜のガウス曲率弾性係数κGm
の間には次の関係式が成り立つ[55]（Appendix C）． 
 κG = 2κGm − 4κ mH spd  (103) 
ここでκ mは一分子膜の曲げ弾性係数で二分子膜の曲げ弾性係数κ を用いて
κ = 2κ mで与えられる．dは二分子膜の中立面から一分子膜の中立面へ距離であ
る．脂質分子の自発曲率H spは，図 28で表される分子モデルを用いて 
 H sp ~ −
1
rsp
= − rt − rh
α (rt + rh )
= − 1− Rh/t
α (1+ Rh/t )
  (104) 
で見積もる．ここで， rspは自発曲率の曲率半径， rt， rhはそれぞれ疎水性のテ
ール部と親水性のヘッド部の中心から測った分子の半径，αは2α = 3d0 (d0 :平衡
ボンド長)で与えられ，Rh/t = rh / rtである．ここで，分子形状と自発曲率の本質的
な関係を踏まえた簡単化として，α (1+ Rh/t )をdで置き換える．すると，分子の
図 28 シリンダー型と逆コーン型脂質の分子モデル. は脂質分子の自発曲率の曲率
半径 は疎水性炭化水素鎖の半径， は親水性頭部の半径を示す．疎水基と親水基の
中心の距離を ( :平衡ボンド長)と置いている． 
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もつ自発曲率は 
 H sp ~ −(1− Rh/t ) / d  (105) 
と簡単に表すことができる 
 シリンダー型脂質と逆コーン型脂質のガウス曲率弾性係数の違いとして，二
分子膜の lamellar相から inverted cubic (rhombohedral)相への転移が逆コーン型脂
質(PE-lipids)では観察できるがシリンダー型脂質(PC-lipids)では観察できないと
いう実験結果がある[55,56]．この転移は幾何学的には，二枚の負の自発曲率を
持った二分子の平面膜が近づいた時，二枚膜はK = 0の平面からK < 0をもつ別
の三次元構造へ形態変化するというものである．よって，この転移点では二枚
膜のガウス曲率弾性係数κGは 0であると考えられる[57,58]．従って，式(103)と
(105)により逆コーン型脂質の一分子膜のガウス曲率弾性係数κGm,icは 
 κG
m, ic = 2κ m, icH spicd ~ −2κ m, ic (1− Rh/t )   (106) 
で与えられる．ここで，κ m,icは逆コーン型脂質の一分子膜の曲げ弾性係数であ
る．PE 脂質の一分子膜のガウス曲率弾性係数として報告されている関係
κG
m,ic /κ m,ic = −0.9は，本研究におけるモデルにおける Rh/t = 0.67から見積もられる
値と一致している．PC脂質の二分子膜は lamellar-inverted cubic転移が見られな
いため，シリンダー型脂質の一分子膜のガウス曲率弾性係数κGm,cylを実験的に見
積もるのは難しい．しかし，一分子膜の弾性係数の比はκGm /κ m ≤ 0であり[59-61]，
PC脂質単成分のベシクルが分裂を見せない（κGm,ic <κGm,cyl）ことから， ここでは
κG
m,cyl = 0 と見なす．従って，式 (101)におけるガウス曲率弾性係数の差
λ =κG
m,ic −κG
m,cyl は λ = −2κGm,ic (1− Rh/t ) ， ベ シ ク ル 膜 の 自 発 曲 率 は
c0 = −(1− Rh/t )Δφ / dと分子の幾何学的形状（ ）によって見積もることができ
る．その他のパラメータとしてΣ = 1.0 , P = 0.05， t = 105を用いた． 
 
 
 
 
 
c0
Rh/t
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5.4 DPPC/DLPE二成分ベシクルにおける自由エネルギー計
算
前章でモデル自己生産ベシクルとして用いた DPPC/DLPE 二成分ベシクルに対
して，実際に分裂前と分裂後の自由エネルギーを PE脂質の形状に注目して計算
する．パラメータとして球の半径R1 = R2 = R0 = 100，µ± = −20000  (φ+ = φ− = 0.2 )
を用いた．またΔφは GUV においては非常に小さい値をとるため，Δφ = 0とし
た． 
図 29 GUV ( )における，分裂前の limiting shapeと分裂後の 2つの球状ベシクル
の自由エネルギー差  の逆コーン型脂質の形状 との関係．内部の図は逆コーン型脂質の
外膜ネックにおける局所的なモル分率の によるプロファイルである．ネックの中心は z = 0
でありネックの範囲は 0 < z/R < 0.001である． 
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 計算された分裂前後の自由エネルギー差を Rh/tの関数として表したグラフを
PE脂質の局所的モル分率と合わせて図 29に示す．これを見ると，Rh/t = 1，すな
わち脂質分子が自発曲率を持たない場合においては，ΔΦ = −108となり limiting 
shapeがより安定となる．Rh/tが 1から 0へと小さくなるにつれて，ΔΦは単調に
増加していき，Rh/t < 0.4ではΔΦが正の値をとり，分裂後の 2つの球状ベシクル
がより安定となる．ネックにおける逆コーン型脂質の分布プロファイルを見る
と，Rh/t = 0では一様に分布している逆コーン型脂質はRh/tが小さくなるに従いネ
ック中心付近で排除されていき，ネックを安定化させようとする．一方で脂質
組成の不均一性や曲げ弾性エネルギーは上昇し，ある一定を越えると limiting 
shapeより分裂後の形状が安定になり，ネックが切断される． 
 以上のことから，脂質分子形状は膜の曲率とカップリングし，局所的な組成
比を不均一にすることで，GUVにおけるネックの不安定化を引き起こしている
ことがわかる． 
 
5.5 CONCLUSIONS 
脂質分子の幾何学的形状とベシクル分裂の関係を調べるために逆コーン型脂質
のもつ自発曲率とガウス曲率弾性係数を，脂質形状を定めるパラメータである
Rh/tを用いて表した：H sp ~ −(1− Rh/t ) / d，κGm,ic ~ −2κ m,ic (1− Rh/t )．これらを用いて．
自由エネルギーの計算を行うことで，曲げ弾性エネルギーとガウス曲率エネル
ギーの間の競合がベシクル分裂を決定していることが明らかになった．ベシク
ル分裂は逆コーン型脂質が負の大きなガウス曲率を持つネックから排除された
ときに引き起こる．従って，脂質の分子形状は前章で述べたベシクルの形態変
化だけでなく，ベシクルの分裂にも大きな役割を担うことが分かった． 
 合成生物学の目指す protocell の合成においては，原始的な環境における，膜
タンパク質のような複雑な生体高分子を必要としない膜分裂機構が必要とされ
ている．本研究の示したベシクルを構成する膜分子の形状に基づく分裂機構は，
膜タンパク質に依らず，多種多様な脂質が混合しているだけの原始的環境下で
も十分に実現可能である．実際に菅原グループの開発したプロトセルでは複数
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種の両親媒性分子を用いた系で自発的なベシクルの分裂が観察されている．一
方で，オレイン酸単成分系にオレートモノマーを供給することで limiting shape
へ形態変化する自己生産系では，自発的なベシクル分裂は難しく[7]，力学的な
撹拌がベシクル分裂に必要となる[8]．様々な幾何学的形状を持った脂質による
多成分膜は，自己生産する protocell合成への有望な候補であると言える． 
 
 
5.6 Appendix C 
D. P. Siegel et al., Biophys. J., 2004, 87, 366 [55]より，式(103)の導出を補足する．
まず，外膜と内膜が対称な組成を持ち，等しい自発曲率H spを持つとする．一分
子膜の曲げ弾性係数をκ m，ガウス曲率弾性係数をκGmとし，二分子膜の中立面の
面積を Aとする．二分子膜の中立面の平均曲率とガウス曲率それぞれH , Kと
する．一方，外膜と内膜それぞれを，一分子膜として見たとき，それぞれの中
立面の位置を二分子膜の中立面からdだけ離れていると考える． 
 曲面の幾何学を考えることで，外膜と内膜の一分子膜の中立面の面積は，二
分子膜の中立面 Aによって，それぞれ 
 
A+ = A(1+ 2Hd + Kd 2 ),
A− = A(1− 2Hd + Kd 2 )
 (C1) 
と表される．ここで，である．平均曲率とガウス曲率はそれぞれ 
 
H + = H + Kd1+ 2Hd + Kd 2
K + = K1+ 2Hd + Kd 2
 (C2) 
 
H − = − H − Kd1− 2Hd + Kd 2
K − = K1− 2Hd + Kd 2
 (C3) 
となる．ここで，曲率は膜面から水相を見る方向を正としたため，外膜と内膜
で平均曲率は正負が逆になる．二分子膜を一枚膜として見たときの曲げ弾性エ
ネルギーは，一分子膜の曲げ弾性エネルギーによって次のように表される． 
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 fbA = f +A+ + f −A−  (C4) 
ここで， f +と f −はそれぞれ，外膜と内膜の曲げ弾性エネルギーであり， 
 
f + = 12κ
m(2H + − H sp )2 +κGmK + ,
f − = 12κ
m(2H − − H sp )2 +κGmK −
 (C5) 
で与えられる．ここで，κmとκGm  は一分子膜の曲げ弾性係数とガウス曲率弾性
係数である．ここで，dに対して十分大きいサイズのベシクルを考えると，曲率
とdのクロスタームが微小量となり， 
 (1+ 2Hd + Kd 2 ) ≈ (1− 2Hd + Kd 2 ) ≈1   (C6) 
と近似できる．この条件の下，式(C1)か(C3)を(C4), (C5)に代入し，微小量の一次
の項までを取ると，  
 fb =
1
2κ b (2H )
2 +κG
mK  (C7) 
が得られる．ここで，二分子膜の曲げ弾性係数とガウス曲率弾性係数はそれぞ
れ， 
 
κ b = 2κm
κG = 2κGm − 4κmH spd
 (C8) 
と，一分子膜の弾性係数と結び付けられる． 
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第 6章
膜分子供給系ベシクルの自己生産
 
 
6.1 INTRODUCTION 
生命起源における仮説的な生命の前駆体として考えられる protocell を系として
理解することは，生命の本質的機能において物理現象が果たす役割を探る上で
大きな役割を担う．protocellは 3つの基本要素として，自己複製する情報物質，
代謝システム，自己生産するコンパートメントを備えた，最小細胞系のモデル
である．両親媒性分子から構成されるベシクルは自己生産するコンパートメン
トとして注目されており，自己生産ベシクルの開発とその機能への理解が広く
行われている． 
 これまで，本研究ではモデル自己生産ベシクルとして DPPC/DLPE二成分ベシ
クルの形態変化と膜分裂のメカニズムについて調べてきた．DPPC/DLPE二成分
ベシクルは温度サイクルというコントロールの容易な操作によって，非常に再
現性・再帰性の高い分裂過程を観察できるという実験上のメリットがある．こ
れまでの研究では，典型的な自己生産ベシクルが見せる球状から limiting shape
への変形過程がなぜ引き起こるのか，再帰的な形態変化はどのように保証され
るのか，limiting shape における膜のネック構造がどのように不安定化されるの
か，という点について，PE脂質の持つ特徴的な逆コーン型の分子形状とベシク
ル膜自身のもつ曲率との関係性に着目し，説明してきた． 
 しかし一方で，DPPC/DLPE二成分系には膜分子を取り込み，総膜面積を増加
させる仕組みが備わっておらず，温度サイクルを一周させ分裂を繰り返す毎に
ベシクルのサイズは一方向的に小さくなる．このようなサイズ減少は自己生産
ベシクルに要求される再帰性として不十分であると言える．ベシクルが自己生
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産するコンパートメントとしての機能を果たすためには膜の自発的な成長，す
なわち外部から“エサ”である材料物質を取り込み，膜分子を合成する，膜分子供
給系を備える必要がある．菅原グループは合成化学的に両親媒性分子をデザイ
ンし，膜前駆体を膜表面の触媒によって膜分子へと化学変化させベシクル膜を
成長させるというモデル自己生産ベシクルを開発している[9,10]． 
 これまで研究してきた DPPC/DLPE 二成分ベシクルは膜分子の断面積増加が
膜全体の面積を増加させ変形を引き起こし，それに加えて逆コーン型の PE脂質
の非対称分配が limiting shape への形態変化に必要な至適膜面積差Δa0の増加を
担っていた．一方，この菅原グループの自己生産ベシクルは膜分子の数を増や
すことにより膜面積を増加させていることは明らかであるが，limiting shape へ
至るためのΔa0の増加メカニズムは，まだ明らかでない．これを明らかにするた
めには，膜分子供給系を備えた自己生産ベシクルに対し，形態変化を定量的に
解析し，Δa0の変化を推定する必要がある．本研究では，菅原グループの自己生
産ベシクルに対して，マイクロキャピラリーによる膜分子前駆体の吹きかけ実
験を行いながら，共焦点レーザー顕微鏡で観察し，膜分子供給系によるベシク
ルの自己生産過程を定量化した．観察によって推定されたΔa0の増加過程は，外
膜と内膜の間に成長率の差があることを示し，これを説明するためのモデルと
して膜分子のベシクル膜への取り込み方向の差による内外膜成長の速度式を提
案する． 
 
6.2 MATERIALS AND METHODS 
6.2.1 Sample preparation 
本研究では，リン脂質として DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) と
DOPG (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (sodium salt))を用いた．
DOPC と DOPG は疎水性の炭化水素鎖は同じ構造をもっているが，親水性の頭
部について，DOPCは全体として電気的に中性であり，DOPGは負電荷をもって
いる．また，化学合成によって正電荷をもつ両親媒性膜分子 V と膜に入り込む
両親媒性触媒 C を用いた(図 30)．これらの 10mM の濃度でクロロホルム溶液に
溶かしたものをストック溶液として実験に用いる．GUVは整置水和法を用いて
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調整する．まず，ストック溶液を DOPC:DOPG:V:C=6:2:2:1の割合で混合した溶
液を 10µLガラスバイアル内に取り，窒素ガスを吹きかけながら乾燥させること
で脂質フィルムを形成する．この時，ベシクルを蛍光観察するための色素とし
て，18:1 Liss Rhod PEを 0.7%のモル濃度で加える．このバイアルに 60 の超純
水（Direct-Q 3 UV System; Millipore, Billerica, MA）を加え，3時間以上水和させ
ると脂質フィルムは自発的に直径 10 - 50 の GUVを形成する．マイクロキャ
ピラリーによる吹きかけ溶液として膜前駆体 V*（図 30）を 0.5mMの濃度で超純
水に溶かす． 
 
 
 
°C
µm
図 30 実験で用いる両親媒性分子の分子構造．膜分子 Vは正電荷，DOPGは負電荷をも
つ両親媒性分子であり，ベシクル膜全体で中性となるように等量の構成比でベシクル膜を
作成する．膜分子前駆体は，膜分子 V の炭化水素鎖の先に電解質 E がイミン結合
R’-C(=NR”)-Rで付加された，ボーラ型の分子である． 
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6.2.2 Microscopy 
ベシクル分散液をスライドガラス上のサンプルセルに移して観察を行う．高速
共焦点レーザー顕微鏡（LSM 5Live; Carl Zeiss, Jena, Germany; and objective Plan 
Apochromat 40x/0.95 or C-Apochromat 63x/1.20 W; Carl Zeiss）による連続蛍光観察
でベシクルの形状変化を追った（図 31）．マイクロインジェクションは，Femtotip 
II（内径0.5 ± 0.2 µm , Eppendorf, Germany）を用い，油圧式マイクロマニピュレ
ーターMMO-202ND (Narishige, Japan)によって位置調整を行う．ターゲット GUV 
50~100µm
10µm
micro-injection tiptarget vesicle
図 31 実験のセットアップ．インジェクションチップは基本的に顕微鏡視野内で固定し，ター
ゲット GUVの位置はステージ移動で調節する． 
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とマイクロインジェクションチップチップの先端を 50~100µm 離した位置から
約 15hPaの圧力で膜前駆体 V*溶液を吹きかけ，形状変化を観察する（図 32）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 32 膜分子供給系自己生産ベシクルに対する吹きかけ実験の概観図．疎水性炭化水素鎖の両
端に親水基を持つボーラ型の膜前駆体 V＊は膜面上に存在する触媒分子によって，膜分子 V と
電解質 Eに加水分解され，膜分子はベシクル膜へ取り込まれ，電解質は水溶液中に拡散する． 
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6.3 RESULTS AND DISCUSSION 
6.3.1 3D analysis of shape deformation 
観察によって得られた分子供給系自己生産ベシクルの膜前駆体水溶液吹きかけ
実験による形状変化過程を図 33に示す．ターゲットとなる球状 GUVに対し，
50µm～100µmの距離から膜分子前駆体水溶液を吹きかけると，GUVは数秒後
に球状から変形を始める．この変形開始の瞬間を t=0と置く．最初に GUVは球
状ベシクルから prolate（図 33 b1-b4），あるいは pear（図 33 a1-a4）形状へと転移
し，数十秒以内に速やかに limiting shapeへの変形を示す．初期の球状ベシクル
と limiting shapeを比べると，面積は約 20%増加しており，体積は殆ど変化しな
い．推定形状から計算した，初期の球状ベシクルからの面積比の時間変化を図 34
に示す．limiting shapeに達した後も吹きかけを続けると，ネックは自然には切
断されず，ネックを伸ばし 2つの球状ベシクルが細長いチューブ状ベシクルで
繋がった形や，3つ以上の球が繋がった limiting shapeへと変形することが観察
される． 
 
a1 a2 a3 a4 a5 a6
t= 0s 2.2s 3.3s 4.5s 5.7s 10.3s 12.0s
t= 0s 4.4s 6.8s 9.9s 20.8s 21.9s 24.2s 24.3s
b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7b0
a0
a
b
図 33 (a, b)上段：観察された 2つの変形過程の蛍光画像．中段：変形開始を t=0とした時のフ
レーム数（1フレーム 0.03秒）．下段：観察データから推定される三次元 状． 
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1
1.15
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1.25
1.1
1.05
A/A0
t [s]
a
b
図 34 観察されたベシクルの面積比変化．初期の球状ベシクルを基準に，limiting 
shapeでは面積が約 1.2倍に変化している． 
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6.3.2 Deformation pathway on ( v, Δa ) diagram 
観察されたベシクル形状によって推定される三次元形状からベシクル形状を特
徴づけるパラメータである換算体積 vと膜面積差Δaの変形ダイアグラムを得る
（図 35）．この図を見ると，ベシクル形状は最初，エネルギー的に安定である
prolate形状に従って変形を開始する．しかし，膜面積差Δaの増加が換算体積 vの
変化に対して大きいため，ベシクル a，cにおいては prolate形状のブランチから
少し上に偏差し，pear形状を変化していることがわかる．換算体積 vが 0.8付近
まで変化すると，prolateに従っていた pathwayは pear形状を経て limiting shape
へジャンプする． 
  
0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 10.70.65
1
1.3
1.4
1.5
1.2
1.1
∆a
v
O
P
L
a
b
c
図 35 観察された 3 つの自己生産過程(a, b, c)の ダイアグラム上の形状変化過程
（ の球状ベシクルから形状変化が始まる）．曲線 O, P, L はそれぞれ oblate，
prolate，limiting shapeの分岐を示している． 
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6.4 DISCUSSIONS 
6.4.1 膜分子供給系による自己生産機構のモデル 
膜分子前駆体V *がベシクル膜に取り込まれる際に，膜分子前駆体の向きによっ
て外膜に分配されるか，内膜に分配されるかが図 36 のように決定されると考え
る．このとき膜前駆体が触媒Cによって加水分解される反応を，膜前駆体と触
媒の中間体V * ⋅Cの生成，膜分子Vと電解質Eへの分解の 2段階に分けて，化学
反応式を書くと 
 
 
V * +C
!
k1"
k1
# ⇀##↽ ## V * ⋅C
!
k2"
k2
# ⇀##↽ ## V + E +C  (107) 
と表される．ここで，中間体V * ⋅Cに注目すると，中間体の濃度[V * ⋅C]の時間変
化は，それぞれの物質の濃度を用いて次のように表される： 
 
 
d[V * ⋅C]
dt = k
!
1[V *][C]− k
"
1[V * ⋅C]− k
!
2[V * ⋅C]+ k
"
2[V ][E][C]  (108) 
また，膜分子の濃度[V ]の時間変化は， 
 
 
d[V ]
dt = k
!
2[V * ⋅C]− k
"
2[V ][E][C]  (109) 
と表される．ここで，電解質Eは膜に取り込まれず，溶液中に速やかに拡散す
るため，[E] ~ 0であると考えられる．また，中間体V * ⋅CはV に対して非常に少
図 36 膜分子供給系自己生産ベシクルにおける膜分子前駆体の加水分解反応の速度式と外
膜・内膜の成長レートのモデル． 
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ないため．定常状態近似を用いると， 
 d[V
* ⋅C]
dt = 0  (110) 
であると考えられる．従って式(108)，(109)，(110)から， 
 
 
d[V ]
dt =
k
!
1k
!
2
k
"
1 + k
!
2
[V *][C],
[V ]= k
!
1k
!
2
k
"
1 + k
!
2
[V *][C]t + N0
 (111) 
が得られる．ここで，膜分子の外膜と内膜への分配を考えると，膜前駆体V *が
触媒Cとの中間体V * ⋅Cを生成する時に，膜前駆体のベシクル膜への侵入方向に
よって，外膜への侵入は触媒と膜前駆体のイミン結合部位との距離が近く容易
に中間体が生成されるのに対し，内膜への侵入は触媒との距離が遠く中間体は
生成されづらいと考えられる．従って，速度定数 k
!
1について外膜と内膜ではそ
れぞれ異なる値 
!
k1+と 
!
k1−をとると考え，外膜と内膜の膜分子数を 
 N(t) = k±[V *][C]t + N0±  (112) 
 
 
k+ = k
!
1
+ k
!
2
k
"
1 + k
!
2
,
k− = k
!
1
− k
!
2
k
"
1 + k
!
2
 (113) 
と表す．外膜と内膜の膜面積 A± (t)  は膜分子V の断面積をaとし 
 A± (t) = k±[V *][C]at + A0±  (114) 
で表される．ここで A0±は初期の外膜・内膜の面積である．ベシクル膜の面積は
外膜と内膜の面積の平均をとり 
 A(t) = A
+ (t)+ A− (t)
2 =
k+ + k−
2 [V
*][C]at + A0
+ + A0−
2  (115) 
で表され，体積が不変であることから換算体積 vは 
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v(t) = 6 πVA3/2
= 6 π (4π / 3)(A(0) / 4π )
3/2
[{(k+ + k− ) / 2}[V *][C]at + A0 ]3/2
= A0
3/2
[{(k+ + k− ) / 2}[V *][C]at + A0 ]3/2
  (116) 
と表される．ここで A0 = A(0) = (A0+ + A0− ) / 2  である． 
規格化された至適膜面積差Δa0 (t)は 
 
Δa0 (t) =
A+ (t)− A− (t)
8πh A(t) / 4π
= [(k
+ − k− )[V *][C]at + ΔA0 ]
4 π h[{(k+ + k− ) / 2}[V *][C]at + A0 ]1/2
 (117) 
と表すことが出来る．ここでΔA0 = A0+ − A0−である． 
 
Δa0 =
(k+ − k− ) 2A0 (v
−2/3 −1)
k+ + k− + ΔA0
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥
4 π h A0v−2/3⎡⎣ ⎤⎦
1/2
=
(k+ − k− ) 8πR0
2 (v−2/3 −1)
k+ + k− + ΔA0
⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥
8πhR0
v1/3
= v1/3 R0h
k+ − k−
k+ + k− v
−2/3 −1( ) + Δa0ini⎡
⎣
⎢
⎤
⎦
⎥
 (118) 
となる．ここで R0 = A0 / 4π ，Δa0ini = Δa0 (0) = ΔA0 / (8πhR0 )  である． 
 図 35からベシクル aについて prolate-pear転移は v ! 0.82，limiting shapeへの
転移は v ! 0.78に起こり，ベシクル b, cについては prolate-pear転移は v ! 0.8 , 
limiting shapeへの転移は v ! 0.74に起こっていると推定できる．これらの転移点
を ADE modelによる相図上に示し，式(118)で表される曲線で繋いだものを図 37
に示す． 
 第三章で論じた DPPC/DLPE二成分ベシクルとの違いとして，温度変化による
膜面積増加では膜全体の体積が保存するために膜厚hが変化していたが，今回の
モデルでは考慮されていない．また，脂質の形状による自発曲率も，今回のモ
デルには入らない．しかし本質的には，DPPC/DLPE二成分ベシクルにおいて脂
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質の非対称分布Δφが膜面積差を増加させていたように，ここでの膜分子供給系
自己生産ベシクルにおいては膜分子の外膜と内膜への取り込みレートの差
(k+ − k− ) / (k+ + k− )が limiting shapeへ至るための至適膜面積Δa0  を増加させる，
Δφと同等の役割を担っている．(k+ − k− ) / (k+ + k− ) = 0を仮定すると，むしろΔa0
は換算体積 vと共に単調に減少してしまう．実験結果から，(k+ − k− ) / (k+ + k− )は
ベシクル aにおいて2.37 ×10−3  ，ベシクル bにおいて1.91×10−3と見積もられる． 
  
 また，膜面積差を変化させるもう一つの要因として膜分子の flip-flopが挙げら
れる．今回の実験では図 30に示すように膜分子Vは親水性頭部に第四級アンモ
ニウムカチオンを持ち，常に正に帯電している．このような両親媒性分子は 2
本鎖のリン脂質と同様に flip-flop rateは非常に遅いと考えられるため[13]，本実
0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 10.70.65
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Dsto/obl
L
Dpro/pea
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c
図 37  ADE modealによる 上の相図．実曲線はそれぞれ stomatocyte-oblate ( ), 
oblate-prolate ( )，prolate-pear ( )の不連続転移，limiting shapeの境界を示してい
る．観察された分子供給系自己生産ベシクルにおける形状の転移点を白抜きのデータ点で示
し，モデルから得られる式(118)の曲線をフィットさせた． 
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験のような 10~20秒での現象では flip-flopは殆ど起こらないと考えられる． 
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5.4 CONCLUSIONS 
膜前駆体V*を膜面上の触媒Cによって膜面上で膜分子Vに変化させる機能をも
った膜分子供給系自己生産ベシクルにおいて，自己生産の変形過程を化学反応
速度式に基づいたモデルで説明した．膜分子前駆体の吹きかけと蛍光観察を同
時に行うことでベシクルの形状変化をリアルタイムに観察し，理論モデルで得
られた三次元形状との比較により，形状のパラメータを定量化した． 
 外膜と内膜の間の膜分子取り込みレートの差 (k+ − k− ) / (k+ + k− )は，球状から
limiting shape へのベシクルの変形過程に必要であり，膜前駆体と触媒の会合し
易さの違いから説明できる．膜分子取り込みレートが外膜と内膜で等しい
k+ = k−ときは，pearから limiting shapeへの形状変化に必要な膜面積差Δa0の増
加は達成されず，むしろ減少する． 
 DPPC/DLPE二成分ベシクルの温度コントロールによる形状変化の観察実験に
おいては，分裂を繰り返す毎にベシクルは小さくなってしまう．今回の自己生
産ベシクルは，膜分子供給により面積を増加させながら類似の形状変化を見せ
るため，より再帰性の高い自己生産が観察されると期待できる．しかし，
DPPC/DLPE二成分ベシクルと異なり，limiting shapeのネックの自然な分裂が観
察出来ないため，複数世代にまたがる自己生産過程の観察は現状達成できてい
ない．DPPC/DLPE二成分ベシクルでは，異なる形状の膜分子を混合することで
膜分子のガウス曲げ弾性係数の差とネック部分のガウス曲率のカップリングに
より，ネックが自然に不安定化することが説明できている．今回の膜分子供給
系自己生産ベシクルについても，別の膜分子を混合しより多成分にすることで，
膜分子供給とネックの不安定化を両立するような系が実現できると考えている． 
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第 7章 
CONCLUSIONS
 
 
7.1 ベシクルの自己生産過程 
ベシクルの自己生産過程を理解するためには，(i) 球状ベシクルから limiting 
shape への膜変形，(ii) ネックの切断による分裂，(iii) 再帰性の保証という三つ
の問題に答える必要がある． 
 本研究では，第一に DPPC/DLPE二成分ベシクルの温度コントロールによる再
帰的な分裂過程の定量化によって，(i) PE脂質の持つ逆コーン型の分子形状とベ
シクル膜の曲率がカップリングして生み出される，外膜と内膜の非対称性Δφが
limiting shape への変形に必要な至適膜面積差Δa0の増加に必要であることを明
らかにした．通常 GUVは膜厚hとサイズ R0のオーダーが~103離れているため，
局所的に見たベシクル膜はほぼ平面と見なされ，脂質分子の形状とベシクル膜
の曲率はカップリングしない．しかし，今回提案したモデルにおいては，非常
に小さな非対称性 Δφが， R0 / hという係数によって~103倍に増幅されるため，
至適膜面積差Δa0の増加にΔφが大きな影響を与えることになる． 
 また，DPPC/DLPE二成分ベシクルが非常に再帰性良く十世代以上に渡って分
裂を繰り返すことについて，冷却時に見られる孔形成が外膜と内膜の間の lipid 
sortingを促し，至適膜面積差Δa0がそれぞれの世代で初期化されるような働きが
(iii) 自己生産の再帰性を保っていることが明らかになった． 
 Limiting shapeにおいて 2つの球状ベシクルを繋ぐネック構造が，どのように
不安定されているかについては，外膜と内膜それぞれに対し一分子膜の持つ自
由エネルギーを計算し，limiting shape と 2 つの球状ベシクルの二状態を比較す
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ることで説明し，二成分の脂質が持つガウス曲げ弾性係数κGの差とネック部分
で大きな負の値を持つガウス曲率が PE 脂質をネック部分から局所的に排除す
ることによるエネルギーの増加がネック不安定化に寄与していることを示した．
ネック部分からのマイナー脂質の排除は，マイナー脂質の持つ分子形状が大き
な影響を与え，親水性頭部と疎水性炭化水素鎖の断面積半径の比 Rh/tが小さくな
る，つまりより逆コーン型の特徴が大きくなるほど，ネックからのマイナー脂
質の排除が進み，不安定化が進む． 
 ここまでの DPPC/DLPE二成分ベシクルの研究により，ベシクル自己生産の(i) 
膜変形，(ii) ネック切断について，PE 脂質の持つ逆コーン型形状という分子形
状が大きな役割を担っていることが明らかになった．また，(iii) 再帰性につい
ても，PE脂質の逆コーン型形状が外膜と内膜を通じた lipid sortingに関わってい
る．しかし，ベシクル自己生産の(iii) 再帰性に関する問題として，DPPC/DLPE
二成分ベシクルは，温度コントロールが一周し最初の状態に戻ると，系全体の
ベシクル膜の総膜面積も元に戻ってしまう．つまり分裂を繰り返す毎にベシク
ルは一方向的に小さくなるという問題を抱えている．これを解決するためには
膜を構成する分子数を増加させる機能が必要である． 
 これを解決するのが膜分子供給系を備えた自己生産ベシクルであり，本研究
では菅原グループの協力の下，膜前駆体 V*を膜面上に存在する酵素 Cが加水分
解し膜前駆体 V へと変化させてベシクル膜を成長させるという自己生産ベシク
ルを用い，これまで調べてきた DPPC/DLPE二成分ベシクルとの自己生産メカニ
ズムの違いを調べた． 
 結果として，DPPC/DLPE二成分ベシクルにおいて，limiting shapeへの変形に
必要な至適膜面積差Δa0の増加を生み出していたΔφの代わりに，この膜分子供
給系自己生産ベシクルでは外膜と内膜への膜分子の取り込みレートの差
(k+ − k− ) / (k+ + k− )が似たような働きをし，Δa0の増加に寄与していることが示さ
れた． 
 しかし，この膜分子供給系自己生産ベシクルでは，DPPC/DLPE二成分ベシク
ルで観察されたようなネックの自然な切断が観察されず，膜面積の増加に従い
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ネックは伸びてチューブ状になったり，もう一つの球状ベシクルを形成し三つ
以上の球状ベシクルが連なった limiting shapeに変形したりするという結果が得
られた．この膜分子供給系自己生産ベシクルに，自発的なネック切断の機構を
備えさせるためには，逆コーン型の膜分子を混合するという方法が考えられ，
より多成分のベシクルにおいて，それぞれの膜分子の形状がどのように膜全体
の幾何学的形状に作用するかを調べる必要があると考える． 
 
7.2本研究の意義 
本研究では，膜分子の幾何学的形状に注目し，異なる分子形状をもった多成分
ベシクルを作成することで，単成分ベシクルには見られない様々な機能を観察
し，膜面積，曲率，自由エネルギーなどの物理量を定量化することで，その機
能のメカニズム解明を目指してきた．自己生産するコンパートメントは，複雑
系生命科学や合成生物学などの，生命の本質的機能を系として理解し，捉えよ
うとする近年の学問分野における構成的アプローチの指標となる protocell の基
本要素の一つであり，自己生産ベシクルはその有力な候補である．このような
構成的アプローチにおける「系としての理解」におけるコンパートメントの自
己生産とは，現在の生命の細胞分裂で見られるような複雑な生体高分子の連携
によって生じる洗練されたメカニズムである必要はなく，現在の生命と比べて
複製の精度や成功率が不完全であっても良いという立場をとっている．それよ
り，むしろ生命の起源のような前生物的環境下でも存在したような，より単純
な分子によっても膜の自己生産という生命の本質的機能が実現可能であること
を示すのが，構成的アプローチの第一歩であると言える．この膜の自己生産過
程を膜分子形状（親水性頭部と疎水性炭化水素鎖の比）という非常に単純で，
普遍的なパラメータによって説明できると示した本研究の意義は，そういった
視点から見て大きいものである． 
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7.3 発展
第一に膜分子供給系自己生産ベシクルにおける，ネック不安定化による自発的
な分裂を目指す．方法としては，DLPEや DOPE等の逆コーン型脂質を混合させ
るという多成分化が考えられる．また，膜面積の成長と膜面積差Δa0の増加をコ
ントロールすることにより，親ベシクルが面積を元の球状ベシクルと比べて 2
倍にしたときに分裂が起き，娘ベシクルが親ベシクルの初期形状と同じ大きさ
を持つような，より再帰性の高い自己生産系を構築する． 
 膜分子形状によってベシクル膜の形態変化をコントロールすることは，
protocellの三要素である，自己複製する情報分子，代謝，自己生産膜のうち，代
謝機能の実現にも応用可能であると考える．生命と外環境を隔て，自己を確立
するために（細胞）膜の獲得は大きな役割を果たすが，同時に，生命機能に必
要な材料物質の取り込みが不自由になることや，内部での化学反応の不要物質
の蓄積といった，反応ネットワークを阻害する問題も同時に生じる．これを解
決するためには，膜内部と外環境の間で物質のやり取りを可能にするような，
原始的なメカニズムが必要である．これを膜分子形状によってコントロールす
る方法の一つとして，コーン型脂質とシリンダー型脂質の二成分ベシクルにお
いて相分離を起こした際に観察される，ベシクルの孔形成がある[45]．この孔形
成によってベシクル内部の不要物質と外環境の材料物質を拡散によってやり取
りし，ベシクル内部での反応ネットワークの持続時間を伸ばすことができれば，
protocellの持つ問題の一つを解決する足がかりとなる．また，本研究で明らかに
してきた自己生産の機能と，この原始的な物質の交換機能を組み合わせること
で，ベシクル内部に化学反応ネットワークを持ちながら分裂していくような
protocellを構築していくことができると期待できる． 
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